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Mise en place d’une stratégie de validation fonctionnelle de variations de signification 

incertaine dans les pathologies constitutionnelles du globule rouge 

Mots-clés : séquençage haut débit, variations, fonctionnel, classification, réseau collaboratif, 

globule rouge, hémolyse 

Résumé  

Le déploiement du séquençage haut débit (SHD) ces dix dernières années au sein des laboratoires 

de génétique hospitaliers en France et dans le monde a révolutionné la prise en charge des 

maladies rares dont les anémies hémolytiques constitutionnelles (AHC). Il a conduit à la 

découverte de multiples variations de signification incertaine (VSI) nécessitant la mise en œuvre 

de tests fonctionnels pour aboutir à une classification fonctionnelle.  L’objectif de ce travail est 

de proposer une stratégie réaliste et efficace d’exploration fonctionnelle de VSI associés aux AHC. 

Cette démarche repose sur les études génétiques familiales, l’étude de transcrits sur tubes 

Paxgene, le développement de méthodes d’études sur site comme le LORRCA MaxSis pour l’étude 

de la membrane du GR, la réorientation de techniques comme la courbe de densité des GR par 

gradient de phtalates et la mise en place d’un réseau collaboratif (exemple du CNRS de Roscoff 

pour les études électrophysiologiques). Nous avons montré l’intérêt du SHD chez ces patients 

avec suspicion d’AHC et avons mis en évidence des associations de variations d’intérêt dans 

différents gènes de pathologies du GR chez un même patient (Mansour-Hendili et al 2020). Nous 

avons identifié une nouvelle entité pathologique chez deux patients avec une anémie 

hémolytique « auto-immune à test direct à l’antiglobuline négatif » non répondeurs aux 

immunomodulateurs. Il s’agit d’un mécanisme de sphérocytose acquise par mutation ponctuelle 

du gène ANK1 probablement associé à une hématopoïèse clonale du sujet âgé (Mansour-Hendili 

et al., n.d.). La réalisation d’un génome entier a permis d’aboutir à un diagnostic pour un enfant 

atteint d’une hémolyse inexpliquée transfuso-dépendante avec retard neurodéveloppemental 

due au gène VPS4A (Lunati-Rozie et al 2021). Via un système de reconvocation de patients, les 

explorations complémentaires ont pu être réalisées. Vingt-trois patients ont eu une étude de 

transcrits permettant la reclassification de seize variations. Dix études familiales ont été réalisées 

dont une excluant le caractère délétère d’un VSI du gène GATA1. Nous avons montré l’intérêt de 

la mesure de la densité des GR comme outil de screening des pathologies de membrane du GR. 

Son utilisation comme test fonctionnel dans les cas d’associations de variations dans des gènes 

de membrane a mis en exergue l’utilité du taux de cellules denses comme marqueur différentiel 

de la présence/absence de la variation associée. Concernant le LORRCA, les profils d’osmoscan 

permettent de discriminer des profils de patients avec associations de variations 

comparativement à des témoins « positifs » sans association. Les études de stabilité menées pour 

ces tests phénotypiques à différents temps et températures de stockage montrent l’importance 

des conditions pré-analytiques. Nous avons illustré ce problème avec la mutation connue du gène 

KCNN4 : p.R352H décrite avec des profils d’osmoscan et d’ektacytométrie normaux. Nous avons 
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retrouvé à deux reprises sur deux échantillons et manipulations indépendantes réalisées à J0 sans 

stockage des profils d’osmoscan anormaux. Par ailleurs, nous montrons l’intérêt de l’étude des 

propriétés électrophysiologiques des canaux PIEZO1 et KCNN4 réalisée à Roscoff dans la 

classification de VSI (Mansour-Hendili et al 2021). Pour les cas d’associations de variations 

d’intérêt les profils d’interprétation sont plus complexes mais montrent également des 

différences de profil par rapport à des témoins bien choisis. Ce travail a permis de démontrer 

l’utilité en plus des études familiales et de transcrits, d’outils diagnostic ou de suivi phénotypiques 

du GR (LORRCA, densité des GR) pour l’aide à la validation fonctionnelle de VSI isolés ou en 

association dans les AHC. Cela nécessite des moyens de reconvocation, des contrôles positifs 

adéquats (cas intrafamiliaux) et un respect des conditions préanalytiques. La mise en place de 

réseaux collaboratifs apporte de plus une véritable utilité et une plus-value intellectuelle et 

humaine réciproque. Le retour au phénotype est un recours indispensable à la classification des 

VSI notamment pour les AHC. 
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Strategy for functional validation of variants of uncertain significance in red blood cell diseases 

Key words : next generation sequencing, variantions, functional, classification, collaborative 

network, red blood cell, hemolysis 

Summary 

The deployment of next generation sequencing (NGS) over the past ten years in hospital genetic 

laboratories in France and around the world has revolutionized the management of rare diseases, 

including constitutional hemolytic anemia (CHA). It has led to the multiplication of variations of 

uncertain significance (VUS) requiring the implementation of functional tests to permit a re-

classification. The objective of this work is to propose a realistic and effective strategy for the 

functional exploration of VUS associated with CHA. This approach is based on family genetic 

studies, study of transcripts on Paxgene tubes, development of methods on-site such as the 

LORRCA MaxSis for the study of the RBC membrane properties, improvment of techniques such 

as the RBC density measurement by phthalate gradient and establishment of a collaborative 

network (example of CNRS in Roscoff for electrophysiological studies). We have shown the 

interest of NGS in these patients with suspected CHA and have highlighted associations of 

variations of interest in different genes of RBC pathologies in the same patient (Mansour-Hendili 

et al 2020). We identified a new pathological entity in two patients with “autoimmune direct 

antiglobulin test negative” haemolytic anemia who did not respond to immunomodulators. This 

is a mechanism of acquired spherocytosis by point mutation of the ANK1 gene probably due to 

clonal hematopoiesis in the elderly (Mansour-Hendili et al., n.d.). The realization of a whole 

genome sequencing led to a diagnosis for a child suffering from unexplained transfusion-

dependent hemolysis with neurodevelopmental delay due to the VPS4A gene (Lunati-Rozie et al 

2021). Via a patient recall system, additional explorations have been carried out. Twenty-three 

patients underwent a transcript study allowing the reclassification of sixteen variations. Ten 

family studies have been carried out, one of which excludes the deleterious nature of a VUS of 

the GATA1 gene. We have shown the interest of measuring RBC density as screening tool for RBC 

membrane diseases. Its use as a functional test in the case of associations of variations in RBC 

membrane genes has highlighted the usefulness of the dense cell rate as a differential marker of 

the presence/absence of the associated variation. Concerning the LORRCA, osmoscan profiles 

make it possible to discriminate patient with associations of variations compared to “positive” 

controls without association. Stability studies conducted for these phenotypic tests at different 

storage times and temperatures show the importance of pre-analytical conditions. We illustrated 

this problem with the known KCNN4 gene mutation: p.R352H described with a normal osmoscan 

and ektacytometry profiles. We found twice on two independent samples and manipulations 

realized on D0 without storage abnormal osmoscan profiles. In addition, we show the interest of 

the study of electrophysiological properties of the PIEZO1 and KCNN4 channels carried out in 

Roscoff in the classification of VUS (Mansour-Hendili et al 2021). For the associations of variations 
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of interest, the interpretation profiles are more complex but also show profiles differences 

compared to well-chosen controls. This work has made it possible to demonstrate the usefulness, 

in addition to family and transcript studies, of RBC phenotypic diagnostic or monitoring tools 

(LORRCA, density of the GR) to help with the functional validation of isolated or associated VUS 

in CHA patients. This requires means of revocation, adequate positive controls (intrafamilial 

cases) and compliance with preanalytical conditions. The establishment of collaborative networks 

also brings real usefulness and reciprocal intellectual and human added value. The return to the 

phenotype is an essential recourse for the classification of VUS in particular for the CHA. 
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« Seuls se félicitent d'être arrivés ceux qui se savent incapables d'aller plus loin. »  

Le premier siècle après Béatrice - Amin Maalouf 

 

« La science n'est rien du tout. Elle ne sert à impressionner ceux qui n'y connaissent rien. Les 

vrais scientifiques savent qu'on ne sait rien et que plus on avance, plus on s'aperçoit de son 

ignorance. » 

Le jour des fourmis - Bernard Werber  
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1 Objectifs 

 Ce travail s’inscrit dans la continuité de la routine diagnostique effectuée au laboratoire de 

génétique de l’Hôpital Henri Mondor concernant les anémies hémolytiques constitutionnelles 

(AHC). L’utilisation du Séquençage Haut Débit (SHD) a conduit à la découverte de multiples 

variations de signification incertaine (VSI) nécessitant une validation fonctionnelle. Nous 

proposons ici une démarche abordable permettant d’avancer vers une meilleure compréhension 

des VSI dans le monde des pathologies du globule rouge (GR). Nous n’avons pas détaillé 

l’ensemble des résultats découlant de cette pratique diagnostique car trop nombreux et variés. 

Nous avons décidé de focaliser notre propos et les résultats présentés sur quelques cas d’intérêt 

et certains de nos travaux déjà publiés. C’est pourquoi l’état de l’art n’est lui-même pas exhaustif 

ni « catalogue ». Nous avons choisi de développer certaines pathologies hémolytiques 

constitutionnelles qui sont principalement celles concernées par les résultats présentés. Ce focus 

s’est donc fait sur les maladies de membrane du globule rouge les plus fréquentes comme la 

sphérocytose héréditaire et également sur les stomatocytoses héréditaires déshydratées (DHSt) 

car les VSI explorés dans la partie « Résultats » concernent principalement les gènes KCNN4 et 

PIEZO1 responsables de ces maladies. 

2 Etat de l’art 

2.1 Le globule rouge 

 Sa naissance 

Chez l’Homme, les cellules érythroides sont les premières cellules spécialisées à apparaître chez 

l’embryon en post-implantation à J17 et ce au niveau de la vésicule vitelline (Baron et al., 2012). 

Elles permettent l’apport d’oxygène aux tissus et le développement des réseaux vasculaires. Chez 

les mammifères l’érythropoïèse se décline en 3 vagues : la première avec l’émergence des cellules 

érythroïdes « primitives » qui expriment les chaînes embryonnaires de globine et se situent au 

niveau de la vésicule vitelline, puis une seconde vague avec l’émergence du progéniteur erythro-

myéloide (PEM) dans la vésicule vitelline qui va migrer vers le foie fœtal produisant les cellules 

érythroides « définitives ». La troisième vague correspond à l’apparition des cellules souches 

hématopoïétiques depuis l’endothélium haemogénique du mésonéphros et de la moelle osseuse 

pour produire les cellules érythroides « définitives »  (Nandakumar et al., 2016). Ces vagues se 

déroulent en parallèle de la synthèse des hémoglobines –(Hb) embryonnaires puis fœtales et 

enfin adultes (Figure 1).  
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Figure 1 : Erythropoïèse humaine et expression des hémoglobines 

Adapté de (Cantú and Philipsen, 2014) 

A- Switch de l’hémoglobine chez l’Homme. Aux alentours de la semaine 6 de gestation la chaîne epsilon de globine disparaît au profit de la 

chaine gamma de globine. Puis aux alentours de la naissance le switch se fait vers la chaine beta. B- Sites majeurs de l’érythropoïèse durant le 

développement. Durant les 8 premières semaines l’érythropoïèse a lieu dans les ilôts sanguins de la vésicule vitelline puis au niveau du foie 

fœtal jusqu’à la 32ème semaine et en dernier lieu dans la moelle osseuse à partir de la 32ème semaine de grossesse. Aux alentours de la naissance 

la rate devient aussi un organe transitoire de l’érythropoïèse. C- Structure des principales hémoglobines humaines exprimées pendant le 

développement. Hémoglobine embryonnaire Gower-1 ζ2Ɛ2, hémoglobine fœtale α2γ2 et hémoglobine adulte α2β2. KLF1 et BCL11A sont des 

facteurs de transcription avec des rôles clé dans la régulation de l’expression de chaînes de globines pendant le développement. En particulier 

KLF1 active la production de beta globine et de BCL11A qui en retour inhibe l’expression des chaines gamma de globine.  

Après la naissance et avant l’âge de 5 ans l’érythropoïèse a lieu au niveau de la moelle osseuse 

de tous les os puis au niveau des os plats (sternum, côtes, os iliaques) et dans les épiphyses des 

os longs. L’érythropoïèse débute à partir de la cellule souche hématopoïétique (CSH) qui va se 

différencier en « megakaryocyte-erythroid progenitor » (MEP) puis en BFU-E (burst forming unit-

erythroid) et CFU-E (colony forming unit-erythroid) jusqu’à la première cellule identifiable 

morphologiquement sur un myélogramme : le proérythroblaste. Le proérythroblaste va subir une 

série de modifications avec réduction cytoplasmique et condensation de la chromatine du noyau 

en passant par l’érythroblaste basophile, polychromatophile, acidophile qui va subir la phase 

finale d’énucléation vers le réticulocyte et sa sortie de la moelle osseuse pour arriver enfin à la 
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maturation finale en globule rouge dans la circulation sanguine (Cantú and Philipsen, 2014) 

(Figure 2). La maturation terminale comprend la condensation de la chromatine, le relargage des 

histones, la sortie du cycle cellulaire, la polarisation nucléaire et la cytokinèse, l’énucléation, la 

disparition des organelles dont les mitochondries, et le remodelage de la membrane et du 

protéome de la cellule (Carayon et al., 2011; Liu et al., 2021; Mei et al., 2020). Le GR mature est 

une cellule de de 7,5 µm de diamètre sans noyau ni organites.  

 

 

Figure 2 : Erythropoïèse chez l’adulte dans la moëlle osseuse.  

Adapté de (Cantú and Philipsen, 2014) 

MEP = megakaryocyte erythroid progenitor, BFU-E = burst forming unit erythroid, CFU-E = colony forming unit erythroid, EB = erythroblaste, 

baso = basophile, poly = polychromatophile, ortho = orthochromatophile ou acidophile.  

 

 Sa structure, ses propriétés 

2.1.2.1 La structure du GR 
Le GR est une cellule sans noyau biconcave de 7,5 µm de diamètre dont la durée de vie est de 120 

+/- 10 jours. Son principal rôle est la distribution d’O2 aux organes qui impose son passage par les 

microcapillaires de la circulation sanguine dont le diamètre peut être inférieur à son diamètre de 

l’ordre parfois de 3 µm.  

2.1.2.1.1 La membrane du GR 
La membrane du GR se compose d’une bicouche phospholipidique reliée au cytosquelette 

membranaire par des interactions protéine-protéine et lipide-protéine. La membrane se compose 

également d’une partie glucidique entièrement extra-cellulaire que nous ne détaillerons pas ici.  

2.1.2.1.1.1 La bicouche phospholipidique 
La bicouche phospholipidique se compose de différents lipides dont la phosphatidylsérine (PS) 

(Arashiki and Takakuwa, 2017) qui se démarque par son rôle particulier. L’asymétrie de 

distribution de la PS est essentielle entre autres signaux pour la survie du GR. En effet, chez un 

GR « jeune » et non pathologique la PS est activement contingentée sur la face interne de la 

bicouche phospholipidique. La PS interagit avec la spectrine et contribue ainsi à maintenir la 

forme du GR et sa déformabilité. L’exposition de PS à la face externe de la membrane est un signal 
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de phagocytose appelé « eat me signal » qui permet aux érythrocytes sénescents d’être reconnus 

et détruits pas les macrophages de la rate (Arias and Arias, 2017; de Back et al., 2014). Cette 

asymétrie de distribution est régulée par des enzymes de type flippases ATP dépendantes et 

scramblases calcium sensibles (Figure 3).   

 

Figure 3 : Structure de la membrane d’un GR « jeune » avant 120 jours  

Adapté de Arashiki and Takakuwa, 2017 

La bicouche phospholipidique agit comme une barrière de rétention des cations et des anions 

dans le GR et permet la diffusion passive selon l’osmolalité intra- et extracellulaire de molécules 

d’eau directement à travers la bicouche phospholipidique (perméabilité de diffusion, processus 

lent et température dépendant) ou via les aquaporines (processus rapide, température 

indépendant) (Brown, 2017). Les GR humains ont une concentration intracellulaire en K+ élevée 

et une concentration intracellulaire en Na+ faible comparativement et ce à l’inverse des 

concentrations plasmatiques. Ce gradient cationique est permis par des transporteurs 

cationiques ATP dépendants notamment la pompe 3Na+/2K+ ATP-dépendante qui permettent de 

maintenir ces concentrations. L’homéostasie du volume érythrocytaire est assurée par la faible 

perméabilité aux cations (qui permet une économie d’énergie) et une grande perméabilité aux 

solutés neutres (Lew and Tiffert, 2017). Le transport ionique et l’état d’hydratation qui en résulte 

est assuré via la membrane du GR par des diffusions passives d’ions ou d’eau, de glucose ou 

d’urée, des transports actifs via des canaux ATP dépendants (pompe 3Na+/2K+ ATP dépendante, 

PMCA = plasma membrane calcium pump ATP dépendante), des canaux mécanosensibles 

(comme PIEZO1 qui est un canal cationique notamment calcique mécanosensible) ou calcium 

dépendant comme le canal GARDOS (canal potassique calcium dépendant). 

2.1.2.1.1.2 Le cytosquelette membranaire 
Le cytosquelette du GR se compose d’un réseau de 40 à 90 nm d’épaisseur fait de spectrine (en 

majorité), d’actine et de ses protéines associées (tropomyosine, tropomoduline, adducine et la 

dematine), de protéine 4.1 et d’ankyrine (Figure 4). On décompte environ 20 protéines majeures 
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et près de 850 mineures (Andolfo et al., 2016). La déformabilité est une propriété physique clé du 

GR (Huisjes et al., 2018) et dépend principalement des caractéristiques de la membrane du GR.  

L’ensemble des protéines de la membrane est organisé en complexes macromoléculaires centrés 

autour de la bande 3 ou échangeur anionique Cl-/HCO3- qui est la protéine la plus abondante de 

la membrane (1,5 millions de copies par GR). La protéine bande 3 codée par le gène SLC4A1 a 

deux principales fonctions, une codée par sa partie N-terminale qui permet l’attachement vertical 

au cytosquelette membranaire, aux enzymes de la glycolyse et à la déoxyhémoglobine et dans sa 

partie C-terminale une fonction d’échangeur anionique contribuant au transport de dioxyde de 

carbone et des ions Chlorures. On distingue le réseau vertical d’interactions protéines-protéines : 

bande 3-ankyrine-spectrine et glycophorine C-protéine 4.1-spectrine-actine et protéine-lipide 

avec l’interaction PS-spectrine. Les interactions horizontales concernent principalement les 

interactions des dimères de spectrine entre eux, les interactions spectrine-actine-protéine 4.1 

(Figure 4). 

 

 

Figure 4 : Schéma de la membrane du globule rouge 

Adapté de (Andolfo et al., 2016) 

Protéines transmembranaires avec des fonctions de transporteur : bande 3 qui est un échangeur anionique Cl-/HCO3-, GLUT1 qui transporte le 

glucose et l’acide L-dehydroascorbique, RhAG qui transporte des gaz notamment le CO2, PIEZO1 canal cationique mécanosensible, GARDOS 

canal potassique calcium dépendant. GPA = glycophorine A, Rh = rhésus polypeptide, B-4.1 = protéine 4.1, B-4 .2 = protéine 4.2, GPC = 

glycophorine C, RhAG = Rh-associated glycoprotein, * = protéines connues en pathologie humaine.  

La spectrine s’organise en tétramères de spectrine apha et beta. Elle se compose de 2 chaînes 

parallèles alpha et beta-orientées en directions opposées. Chaque chaîne contient de nombreux 

motifs répétés avec des domaines plus spécialisés dans la fixation à l’ankyrine ou à la protéine 4.1 

ou 4.2, ou à l’actine ou à d’autres protéines. En moyenne 6 spectrines se fixent par filament 

d’actine conduisant à la formation d’un réseau pseudohexagonal (Figure 5). 
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Figure 5 : Microscopie électronique du cytosquelette membranaire du GR avec visualisation des réseaux de spectrine  

Adapté de (Lux, 2016) 

A : organisation pseudohexagonale B : cytosquelette visualisé in situ ; C-D : spectrine ; E : modèle d’organisation de la spectrine.  

La restructuration de la membrane joue un rôle dans la maturation finale des réticulocytes avec 

remodelage protéique et perte d’organelles en lien avec une conformation spécifique de la 

membrane (Liu et al., 2021). 

2.1.2.1.2 Les principaux canaux d’intérêt  
Les canaux PIEZO1 et GARDOS (Kaestner et al., 2020) sont mutés dans les stomatocytoses 

héréditaires déshydratées et font l’objet de résultats d’études détaillées dans la partie 

« Résultats » de cette thèse (Figure 6).  
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Figure 6 : Principaux canaux de la membrane du GR régulant les flux ioniques. 

Adapté de (Caulier et al., 2018) 

2.1.2.1.2.1 Le canal PIEZO1 
Le gène PIEZO1 code un mécanorécepteur (J. Guo et al., 2021; Jankovsky et al., 2021) permettant 

l’entrée dans la cellule de cations dont le Ca2+ en réponse à une stimulation mécanique. Ce canal 

s’exprime dans de nombreux types cellulaires et est impliqué dans divers processus 

physiologiques incluant le développement vasculaire et lymphatique, la régulation de la pression 

artérielle, l’ostéogenèse, l’angiogenèse, la régulation du volume des GR, l’érythropoïèse, le 

métabolisme du fer (Figure 7) (Caulier et al., 2020; J. Guo et al., 2021; Ma et al., 2021; Aglialoro 

et al., 2021). PIEZO1 à la surface des GR permet de réguler l’état d’hydratation du GR. Cet 

équilibre est indispensable pour maintenir le ratio surface/volume du GR permettant de résister 

aux modifications d’osmolarité et de forces de cisaillement conditionnées par la circulation 

sanguine. Cette régulation permet aux GR d’adapter leur forme participant en partie à leur 

propriété de déformabilité indispensable pour leur passage notamment à travers les capillaires 

étroits de la rate (Danielczok et al., 2017; Safeukui et al., 2018). En cas de contrainte mécanique le 

canal est activé et le pore s’ouvre permettant l’entrée de Ca2+ dans la cellule induisant l’activation 

du canal GARDOS et une déshydratation de la cellule avec perte de K+ et d’eau (Cahalan et al., 

2015; Svetina et al., 2019). La contrainte mécanique est induite par une déformation de la 

membrane plasmique du GR conduisant à une rotation des pales du canal transmettant ce signal 

de déformation au domaine extracellulaire, puis au domaine intracellulaire et permettant 

l’ouverture du pore par un mécanisme de levier (Zhao et al., 2019) (Figure 8).  
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Figure 7 : Vue schématique des différents tissus de l’organisme humain exprimant PIEZO1 et ses rôles spécifiques  

Adapté de (Jankovsky et al., 2021) 

 A- Rôle pendant l’érythropoïèse, PIEZO1 joue un rôle dans la maturation érythroide. B- Dans le GR mature l’activation de PIEZO1 conduit à 

l’entrée de calcium dans la cellule conduisant à l’activation du canal Gardos avec sortie de potassium déshydratation et hémolyse, à la sortie 

d’ATP (due à l’activation de la pannexine 1) et à la diminution de production de 2,3 BPG augmentant l’affinité de l’Hb pour l’O2. C- Dans les 

hépatocytes, l’activation de PIEZO1 et l’entrée de Ca2+ conduit à une inhibition de la production d’hepcidine avec augmentation de l’absorption 

intestinale du fer et augmentation des taux de ferritine. D- Dans les macrophages, l’activation de PIEZO1 conduit à une augmentation de 

l’érythrophagocytose et du turnover des GR avec stimulation de l’érythropoïèse. E- Dans les cellules endothéliales, l’activation de PIEZO1 

conduit à une perte d’ATP et une augmentation de la production de NO avec une vasodilatation. F- dans les plaquettes l’activation de PIEZO1 

conduit via le Ca2+ au signal prothrombotique. G- Dans le système lymphatique l’activité de PIEZO1 permet le développement et le maintien 

des valves lymphatiques.  
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Figure 8 : Structure de PIEZO1 

Adapté de Jankovski et al 2021 

Homotrimère dont l’activation est due à une stimulation mécanique ; ECD = extra cellular domain, Helix = hélice, Inner channel = pore interne, 

Beam = CTD = intra cellular domain, beam = balancier ou bras  

 

2.1.2.1.2.2 Le canal Gardos 
Le canal Gardos a d’abord été mis en évidence par sa fonction. En effet, en 1956 puis en 1958 

Georges Gardos met en évidence une augmentation de la perméabilité du GR au K+ médiée par 

le Calcium inhibée par des chélateurs du calcium comme l’EDTA. Cette augmentation de la 

perméabilité du GR au K+ calcium dépendant a été baptisée « Gardos effect »  (Gardos, 1956, 

1958). Ce canal est codé par le gène KCNN4 et porte différents noms : KCNN4, KCa3.1, IK1 ou SK4. 

Il est formé de 4 sous-unités identiques chacune formée de 6 domaines transmembranaires (S1 à 

S6) et d’un domaine P-loop = pore situé entre S5 et S6. La calmoduline (protéine se liant au Ca2+) 

est fixée à la partie C-terminale de chaque sous-unité (Roach and Bradding, 2020) (Figure 9). Il 

s’exprime au niveau des cellules hématopoïétiques dont les GR, les lymphocytes et les plaquettes. 

Il s’exprime en faible quantité à la surface des plaquettes (Wright and Mahaut-Smith, 2021) et 

des GR (Brugnara et al., 1996). Il est également retrouvé au niveau des épithélia sécrétoires : 

côlon, pancréas, glandes salivaires où il joue un rôle dans la sécrétion de fluides et la régulation 

du volume cellulaire (Thompson-Vest et al., 2006). Il est impliqué dans la régulation du volume 

cellulaire notamment des GR, la mort cellulaire (Maher and Kuchel, 2003; Kaestner et al., 2020; 

Klei et al., 2020) et aurait un rôle dans les fonctions plaquettaires (Wright and Mahaut-Smith, 

2021). 

Le « Gardos effect » est également observé chez les patients drépanocytaires. Il est dû à une 

augmentation de la concentration en Ca2+ intracellulaire suite à l’activation d’un canal cationique 
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non sélectif (qui n’est pas PIEZO1) non connu à ce jour et dénommé « P-sickle » (Lew and 

Bookchin, 2005a).  

 

Figure 9 : Structure du canal Gardos ou Kca3.1  

Adapté de (Roach and Bradding, 2020) 

6 DTM (domaine transmembranaire) S1 à S6, pore entre S5 et S6. Les parties N terminale (N-Ter) et C terminale (C-Ter) sont intracellulaires, le 

site de fixation à la calmoduline permettant l’ouverture du canal est situé dans la partie C ter  : C-Cam, N-Cam. Il y a deux domaines LZ = leucine 

zipper nécessaires à l’assemblage du canal et son adressage. Le canal actif est un homotétramère  

Une concentration intracellulaire en calcium de 200 à 400 nM est nécessaire pour l’activation du 

canal. Le gène codant pour ce canal a été identifié en 2003 (Hoffman et al., 2003) et les mutations 

impliquées dans le syndrome de Gardos en 2015. Ce sont des mutations gain de fonction du gène 

KCNN4 qui ont été mises en évidence dans ce sous-type de stomatocytose héréditaire 

déshydratée (Rapetti-Mauss et al., 2015). Elles conduisent à une augmentation de la sensibilité 

du canal Gardos au calcium, qui s’active aux concentrations intracellulaires physiologiques en 

calcium. Elles concernent principalement le domaine de fixation à la calmoduline.  

2.1.2.2 Les principales propriétés du GR 

2.1.2.2.1 La déformabilité  
Le rôle des globules rouges implique la nécessité d’une grande adaptabilité de forme et donc 

d’une importante capacité de déformation principalement liée aux propriétés de sa membrane. 

La déformabilité dépend du ratio surface/volume (qui est de 1,56 pour un GR sain et qui 

correspond à une grande surface d’échange par rapport au volume), de la viscosité interne qui 

dépend de la concentration en hémoglobine et de son état, et de la viscoélasticité (Mohandas et 

al., 1980; Mohandas and Gallagher, 2008; Li and Lykotrafitis, 2014; Lux, 2016; Gokhin et al., 2015; 

Jani et al., 2020; Nigra et al., 2020; Corrons et al., 2021) (Figure 10). 
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Figure 10 : Observation de la microcirculation capillaire par capillaroscopie diamètre de 3 à 8 µm 

Adapté de (Corrons et al., 2021) 

Déformabilité des GR au moment du passage dans la microcirculation capillaire  

2.1.2.2.2 La densité des GR 
La densité du GR est une autre caractéristique majeure du GR. Elle est en partie médiée par les 

concentrations ioniques intracellulaires et le contenu en hémoglobine (Bartolucci et al., 2012a; 

Ilboudo et al., 2017; Shmukler et al., 2019). Une cellule dense érythrocytaire est définie par une 

densité mesurée supérieure à 1,1056 g/ml (Clark et al., 1982) ou >1,110 (Bartolucci et al., 2012a) 

avec une concentration intracellulaire en hémoglobine (CCMH) >41 g/dl (pour une normale <35 

g/dl). Les cellules hyperdenses érythrocytaires sont associées à la drépanocytose et se 

caractérisent par une rigidité et une diminution de leur stabilité. Il ne s’agit pas que de cellules 

falciformées de manière irréversible. Chez un patient avec un syndrome drépanocytaire majeur 

(SDM) le pourcentage de cellules denses est en moyenne de 12,8%+/-7,9% toutes origines 

ethniques confondues (Bartolucci et al., 2012a) . Ce taux est corrélé au degré d’hémolyse (plus il 

y a de cellules denses plus il y a de l’hémolyse), et associé cliniquement à la présence d’ulcères 

cutanés, de priapisme et de dysfonction rénale. De nombreuses techniques existent pour 

déterminer le taux de cellules denses : celles basées sur la centrifugation (Murphy, 1973; Corry et 

al., 1982), sur la séparation en gradient de percoll (Rennie et al., 1979), en gradient de phtalates 

(Danon and Marikovsky, 1964), en gradient de Stractan (Clark et al., 1982) et des techniques plus 

récentes automatisées utilisant les automates d’hématologie classiques comme l’Advia® 

(Siemens) (Sadaf et al., 2020) et des approches plus novatrices basées sur de la lévitation 

magnétique en microfluidique cellule par cellule (Goreke et al., 2022). 

 Ses principales fonctions, sa raison d’être  

La fonction dite canonique du GR est le transport d’oxygène (O2) des poumons vers les tissus puis 

le transport de dioxyde de carbone (CO2) des tissus vers les poumons. Ce transport est 

principalement médié par l’hémoglobine. Des fonctions dites non canoniques existent et sont de 

plus en plus décrites : rôle dans le métabolisme du monoxyde de carbone (NO), une action anti-

oxydante, une action érythrocrine par relargage de molécules bioactives comme le NO, les 

métabolites du NO et l’ATP (Figure 11) (Kuhn et al., 2017).  
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L’hémoglobine est une protéine hétérotétramérique de 64 kDa appartenant à la superfamille des 

globulines (Frimat et al., 2019). L’hémoglobine adulte humaine est formée de deux chaînes alpha 

de globine et de deux chaînes beta de globine reliées chacune à une molécule d’hème et un ion 

Fer sous forme réduite Fe2+ (sous forme oxydée avec un ion Fe3+ elle devient de la 

methémoglobine dont l’affinité pour l’O2 est effondrée) (Figure 12). Sous sa forme réduite, elle 

permet le transport d’O2. L’hème est une molécule ubiquitaire composant de différentes 

hémoprotéines. Le groupement prosthétique de l’hème est formé d’un noyau tétrapyrrole aussi 

appelé protoporphyrine IX. Chaque molécule d’hème est fixée à un atome de fer Fe2+ qui possède 

six sites de liaisons dont deux libres pouvant être occupés par l’O2, le CO ou le NO.  La lutte contre 

l’oxydation est primordiale dans le GR. L’hème est localisé dans une poche hydrophobe de 

l’hémoglobine. La majeure partie du CO2 est transformée en ion HCO3- par la réaction catalysée 

par l’anhydrase carbonique entre le CO2 et l’H2O. Une autre partie du CO2 peut également se fixer 

directement à l’hémoglobine (une molécule de CO2 par hémoglobine) pour former la 

carboxyhémoglobine qui a une affinité diminuée pour l’O2. On parle d’effet Haldane. L’O2 se fixe 

sur l’atome ferreux Fe2+ de l’hème et cette fixation est régulée par la pression en O2 (PO2), le pH 

et les taux de 2,3 biphosphoglycérate (2,3 BPG) qui a une affinité pour l’hémoglobine supérieure 

à l’O2 (Figure 13). On parle d’effet Bohr (Malte and Lykkeboe, 2018)  qui régule la fixation de l’O2 

à l’hémoglobine. La synthèse de 2,3 BPG nécessite la consommation d’une molécule d’ATP. 

 

 

Figure 11 : Schéma des échanges gazeux au niveau du système capillaire 

Adapté de (Jennings, 2021) 

Le CO2 peut entrer dans la cellule par diffusion passive, via l’aquaporine 1 ou le transporteur RhAG. Le CO2 cytoplasmique subit une hydratation 

par une molécule d’eau via l’anhydrase carbonique. Les ions bicarbonates ainsi formés sont transportés à l’extérieur via la bande 3 en échange 
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de Cl-. L’ion H+ libéré lors de cette réaction est pris en charge par l’hémoglobine qui exerce ainsi son pouvoir tampon de régulation du pH et qui 

libère simultanément son O2 en réponse à l’efflux d’O2 de la cellule par diffusion passive et via l’aquaporine 1 (AQP1). En parallèle de la 

captation et du traitement du CO2 et du relargage d’O2 le GR s’occupe de l’épuration du NO et du transport des métabolites issus du NO via la 

bande 3 ou par diffusion des acides non dissociés. Il existe aussi une faible proportion du CO2 qui est hydraté dans le plasma par l’anhydrase 

carbonique extracellulaire.  

 

Figure 12 : Structure de l’hémoglobine et de l’hème.  

Adapté de (Frimat et al., 2019) 
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Figure 13 : Courbe de dissociation de l’Hb en fonction de la PO2 

Adapté du blog du PULSE OXIMETRY – Dr Rajiv Desai (drrajivdesaimd.com) http://drrajivdesaimd.com/2015/08/24/pulse-oximetry/ 

Il existe également des fonctions dites non canoniques (en dehors du transport d’O2 aux tissus) 

comme le contrôle du métabolisme du monoxyde d’azote (NO), la fonction redox de lutte contre 

les radicaux libres (comme le peroxyde d’hydrogène H2O2), la modulation de la rhéologie sanguine 

et la viscosité. La fonction redox par exemple passe par des molécules antioxydantes comme le 

glutathion, l’acide ascorbique (vitamine C), l’alpha tocophérol (vitamine E), grâce à des sources 

de NADH et NADPH (formes réduites de co-facteurs) que sont la glycolyse et la voie des pentoses 

et des enzymes anti oxydantes comme la superoxyde dismutase SOD1, la catalase, le système 

thioredoxine et la glutathion peroxydase (Kuhn et al., 2017). 

 Sa mort, l’hémolyse quelques notions clés 

L’hémolyse est un processus physiologique permettant la dégradation des GR « âgés ». Le 

vieillissement du GR se caractérise par une perte de déformabilité due à une vésiculisation  de la 

membrane conduisant à une perte de surface membranaire, une perte des acides sialiques de la 

membrane, une augmentation du calcium intracellulaire conduisant entre autres à une exposition 

de phosphatidylserine sur la face externe de la membrane du GR et une déshydratation, une 

déplétion en ATP et une activation des molécules d’adhésion (Klei et al., 2020; McMahon et al., 

2021; Thiagarajan et al., 2021). C’est la synergie des différentes dégradations fonctionnelles 

métaboliques qui conduit à la fin du GR. 

Le GR mature de sujets adultes en bonne santé est une cellule sans noyau, sans organites (dont 

les mitochondries) et donc sans capacité de synthèse protéique. Sa production d’énergie est donc 

totalement dépendante de la voie de la glycolyse où le glucose est transformé en lactates via 

différentes voies enzymatiques (85% par la voie de la glycolyse dite d’Embden-Meyerhof et 15% 

via la voie des pentoses phosphates) (Figure 14). 

http://drrajivdesaimd.com/2015/08/24/pulse-oximetry/
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Figure 14 : Principales voies de la glycolyse dans le GR 

Adapté de (van Wijk and van Solinge, 2005) et (Huisjes et al., 2018) 

Les déficits en enzymes de cette voie (pathologiques ou physiologiques quand dus à la sénescence) conduisent à une diminution des stocks 

intracellulaires d’ATP qui contribuent à diminuer la déformabilité des GR.  
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Le GR a un stock énergétique (stock enzymatique) limité et subit des changements irréversibles 

dans son métabolisme. Le GR sénescent diminue son stock d’ATP (Klei et al., 2020; Seki et al., 

2020) et voit donc les capacités des pompes ioniques ATP dépendants comme la pompe 3Na+/2K+ 

ATP dépendante et le canal PMCA diminuer. Ceci conduit à une élévation de la concentration en 

calcium intracellulaire et à la déshydratation du GR (Lew and Tiffert, 2017). Les GR âgés sont 

détruits majoritairement par un mécanisme d’hémolyse intra-tissulaire (ou extra-vasculaire) 

(85%) par les macrophages du système réticulo-endothélial de la moelle osseuse, de la rate et 

dans une moindre mesure du foie et ce par un processus dit d’érythrophagocytose. Les GR 

sénescents peuvent également être détruits par un mécanisme d’hémolyse intra-vasculaire (15%) 

directement dans la circulation par fragmentation ou vésiculisation en lien avec leur diminution 

de déformabilité (Alaarg et al., 2013; Huisjes et al., 2018; Leal et al., 2018; Sudnitsyna et al., 2020) 

dans les capillaires de taille réduite. Il y a environ 270 millions de molécules d’hémoglobine dans 

chaque GR et approximativement 3 millions de GR âgés détruits à chaque seconde pour 3 millions 

de nouveaux globules rouges produits par seconde. L’hémoglobine ainsi libérée va être dégradée 

dans les macrophages en hème et chaînes de globines. Les chaînes de globines vont être 

dégradées dans les lysosomes en acides aminés qui pourront être réutilisés. L’hème libérée est 

catabolisé par l’hème oxygénase (principalement l’isoforme HO-1) qui va ajouter une molécule 

d’O2 à l’anneau porphyrique de l’hème conduisant à son oxydation et à la libération de biliverdine, 

de fer libre et de CO. Le fer va être stocké via la ferritine ou exporté pour réutilisation via la 

ferroportine, puis la transferrine, la biliverdine est quant à elle transformée en bilirubine grâce à 

la biliverdine réductase. Une petite proportion de l’hème peut aussi sortir de la cellule via le 

transporteur de l’hème FLVCR1a et se retrouver dans la circulation à des concentrations qui 

demeurent très faibles en conditions physiologiques. Dans certaines hémolyses pathologiques les 

taux d’hème circulante peuvent être élévés. L’hémopexine peut alors prendre en charge cette 

hème circulante. Dans le cas des hémolyses intra-vasculaires, l’hémoglobine libérée se fixe à 

l’haptoglobine. L’haptoglobine est une glycoprotéine plasmatique synthétisée par le foie et 

appartenant à la famille des protéines de l’inflammation. Le complexe hémoglobine-haptoglobine 

se fixe au CD163 des macrophages tissulaires où il est inclus dans des vésicules d’endocytose puis 

dégradé et les globines sont dégradées dans les lysosomes et l’hème est catabolisé dans le 

cytoplasme par l’HO-1 comme décrit dans l’hémolyse extra-vasculaire. L’haptoglobine est 

rapidement saturable et l’hémoglobine libre en excès peut être filtrée par les reins et se retrouver 

dans les urines conduisant à une hémoglobinurie pathologique. L’hème générée dans la 

circulation par l’hémolyse intravasculaire peut être prise en charge par l’hémopexine. 

L’hémopexine est une glycoprotéine de l’inflammation et ses taux libres diminuent en cas 

d’hémolyse intra-vasculaire. En prenant en charge l’hème libre l’hémopexine contribue à prévenir 

les dommages oxydatifs liés à l’hème libre notamment au niveau vasculaire. Le complexe hème-

hémopexine est reconnu par le CD91 macrophagique puis inclus dans des vésicules d’endocytose. 

Dans l’hémolyse intratissulaire l’haptoglobine est abaissée (= 0,1 – 0,5 g/L), et dans l’hémolyse 



36 
 

intravasculaire l’haptoglobine peut être indosable (< 0,03 g/L). L’hémolyse devient pathologique 

quand un de ces deux processus extra-vasculaire ou intra-vasculaire est amplifié (Figure 15, Figure 

16 et Figure 17). La compensation de cette hémolyse par la moelle osseuse est un processus 

complexe qui doit tenir compte de l’aspect aigu ou chronique de l’hémolyse. L’anémie 

proprement dite, définie par une diminution de la concentration intra-érythrocytaire en 

hémoglobine, va apparaître quand les capacités de régénération de la moelle osseuse sont 

dépassées ou inefficaces comme dans le cas des maladies dysérythropoiétiques.  

 

Figure 15 : Schéma simplifié de l’hémolyse extravasculaire physiologique  

Adapté de http://ksumsc.com/download_center/ 

 

Figure 16 : Dégradation de l’hème 

Adapté de (Kourula et al., 2012) 
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 Figure 17 : Schéma du processus d’hémolyse.  

A- Hémolyse extra-vasculaire. B- Hémolyse intra-vasculaire, adapté de (Frimat et al., 2019) 

La rate «surveille» l’état de déformabilité des GR notamment via le signal « eat me » de la PS et 

« don’t eat me » du CD47 (Arias and Arias, 2017; Corrons et al., 2021) et les fentes inter-

endothéliales de diamètre 0,2 à 0,4 µm. Dans un GR sénescent la concentration en calcium 

intracellulaire augmente et active la scramblase qui conduit à l’exposition de la PS sur la face 

externe de la membrane représentant le signal « eat me ». Les GR sénescents et certains GR 

pathologiques comme ceux de la thalassémie et de la drépanocytose présentent ce signal PS « eat 

me » et sont aussitôt reconnus et pris en charge vers la phagocytose. Il s’agit d’une hémolyse 

pathologique comme retrouvée dans les anémies hémolytiques constitutionnelles. Le système de 

fente inter-endothéliales spléniques sert de filtre permettant de sortir de la circulation des GR 

présentant des altérations de taille, de forme et de déformabilité. Seules les cellules présentant 

une déformabilité normale peuvent passer ce filtre et en ressortir « entières » (Corrons et al., 
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2021) (Figure 18). Il demeure cependant des exceptions et ce système n’est pas un « on-off » 

total. 

 

Figure 18 : Passage des GR par la rate 

A- Passage des GR à travers les fentes inter-endothéliales spléniques (encadrés du haut)- B- Mort des GR = RBC dans la moelle osseuse 

phagocytés par les macrophages = M. Adapté de (Corrons et al., 2021) 

2.2 Les anémies hémolytiques 

 Les formes constitutionnelles 

Les anémies hémolytiques constitutionnelles (AHC) regroupent un ensemble de pathologies 

résultant d’une destruction prématurée des globules rouges fragilisés par un défaut d’origine 

corpusculaire et plus rarement extra-corpusculaire (Mohandas, 2018). L’hémolyse est dans ce cas 

pathologique et les GR sont détruits prématurément. L’érythropoïèse est stimulée par cette 

destruction en augmentant ses capacités de production. On observe alors souvent dans ces 

pathologies une hyperplasie de la lignée rouge au niveau de la moelle osseuse et la durée de 

fabrication érythrocytaire diminue. Dans les cas où l’hémolyse est parfaitement compensée 

l’anémie peut être absente. Des décompensations peuvent survenir au décours d’épisodes 

A 

B 
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infectieux ou autres événements conduisant à un stress physiologique (fièvre, grossesse...). Les 

AHC les plus fréquentes sont les hémoglobinopathies qualitatives dont la drépanocytose (Piel et 

al., 2017) et quantitatives avec les thalassémies (Taher et al., 2018), les déficits en enzymes du 

métabolisme du globule rouge (GR) avec le déficit en G6PD (Luzzatto et al., 2020) qui est le plus 

fréquent en Afrique (les formes les plus répandues en Afrique peuvent demeurer 

asymptomatiques ou prendre la forme d’une hémolyse aigue déclenchée) et le déficit en pyruvate 

kinase (Bianchi and Fermo, 2020) le plus fréquent en Europe, les anomalies de la membrane du 

GR (Gallagher, 2017; Kalfa, 2021; Mohandas and Gallagher, 2008), les syndromes hémolytiques 

et urémiques atypiques (SHUa) (Noris et al., 1993) et les dysérythropoïèses congénitales (CDA) 

(Iolascon et al., n.d.; Niss et al., 2021) (Figure 19).  

Les formes cliniques varient de formes asymptomatiques avec une hémolyse bien contrôlée et 

compensée à des formes transfuso-dépendantes parfois avant ou dès la naissance. L’âge de début 

est donc variable selon les pathologies et va de formes anténatales avec hydrops foetalis jusqu’au 

troisième âge pour les formes les plus modérées. Les seuls signes présents sont parfois les 

stigmates biologiques d’hémolyse compensée (taux de réticulocytes élevé, haptoglobine 

effondrée, bilirubine augmentée) ou ses conséquences cliniques comme l’ictère, les cholélithiases 

ou la surcharge en fer. La splénomégalie n’est pas constante et dépend de la pathologie et du 

degré d’hémolyse intra-tissulaire. Dans certains cas une splénectomie peut être envisagée et dans 

d’autres contre-indiquée à cause du risque de thromboses (Iolascon et al., 2017). La surcharge en 

fer est retrouvée dans les cas où il existe une dysérythropoïèse comme dans les CDA ou les 

thalassémies voire les sphérocytoses héréditaires et les stomatocytoses héréditaires, les déficits 

en PK et ce même en l’absence de transfusions itératives ou d’hémochromatose génétique 

associée (Tanno and Miller, 2010; van Straaten et al., 2018). Dans ces derniers cas, la surcharge 

en fer est causée par une hyperabsorption intestinale du fer en lien avec une baisse de la synthèse 

d’hepcidine. 

Le propos de cette thèse portera principalement sur l’étude fonctionnelle de variations présentes 

dans des gènes codant pour des protéines de membrane du GR. Nous développerons l’étude de 

cas « simplex » (un seul gène en cause) et de cas d’associations de variations siégeant dans des 

gènes codant pour des protéines de membrane du GR associées à la drépanocytose ou à la 

thalassémie. 
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Figure 19 : Principales causes d’AHC et en italique les principaux gènes connus aujourd’hui en diagnostic dans ces pathologies dans les formes 

non syndromiques 

 CDA = congenital dyserythropoietic anemia, SHUa = syndrome hémolytique et urémique atypique ; Hb = hémoglobine 

 

2.2.1.1 Les pathologies de membrane du GR  
Les principales pathologies de membrane du GR (Narla and Mohandas, 2017) regroupent les 

sphérocytoses héréditaires (SH) (Zamora and Schaefer, 2022) qui sont les plus fréquentes en 

Europe (jusqu’à 1 naissance sur 2000), les elliptocytoses héréditaires (Jha and Vaqar, 2022) dont 

les formes bénignes touchent jusqu’à une personne sur 200 dans certains pays d’Afrique, la 

pyropoikilocytose héréditaire qui est une forme aggravée d’elliptocytose héréditaire  et la 

stomatocytose héréditaire déshydratée (une naissance sur 50000 ) ou hyperhydratée (une 

naissance sur un million) (Rapetti-Mauss et al., 2015; Flatt and Bruce, 2018; Jankovsky et al., 

2021). Les défauts moléculaires responsables de ces pathologies sont pour la plupart clairement 

définis et concernent des gènes codant pour des protéines de la membrane du GR assurant le lien 

entre le cytosquelette et la bicouche phospholipidique ou des canaux ioniques régulant l’équilibre 
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hydroélectrolytique du GR (Figure 20) (Iolascon et al., 2019). La morphologie des GR sur frottis 

sanguin peut aider à la classification de ces pathologies sans pour autant être pathognomonique 

(Figure 21). 

 

 

 

 

Figure 20 : Représentation schématique des principales protéines de la membrane du GR  

A- Celles qui sont impliquées dans la sphérocytose héréditaire et l’elliptocytose héréditaire avec le nom des gènes en italique codant pour ces 

protéines. B- Schéma simplifié des principaux flux ioniques, hydriques et métaboliques impliqués dans l’hydratation du GR. Focus sur PIEZO1 

et Gardos impliqués dans les stomatocytoses héréditaires déshydratées 

A -Adapté de Lux 2016 (Lux, 2016) et B- Adapté de Jankovsky et al (Jankovsky et al., 2021) 

A 

B 
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Figure 21 : Formes pathologiques de globules rouges pouvant être retrouvées dans certaines pathologies du GR  

A- Stomatocytes (hematology.org) pouvant être vus dans les DHSt. B- Elliptocytes (hematology.org) pouvant être vus dans les elliptocytoses 

héréditaires. C- Sphérocytes pouvant être vus dans les sphérocytoses héréditaires (photos issues du laboratoire d’Hématologie CHU Henri 

Mondor) 

2.2.1.1.1 La sphérocytose héréditaire (SH)  
La SH est due à des défauts quantitatifs des protéines permettant le lien entre le cytosquelette 
membranaire et la bicouche phospholipidique du GR. Il s’agit du réseau dit vertical des protéines 
de membrane du GR. Des mutations perte de fonction (non-sens, décalant le cadre de lecture, 
d’épissage …) des gènes ANK1 (ankyrine), SPTB (spectrine beta), SPTA1 (spectrine alpha), SLC4A1 
(codant pour la protéine bande 3 ou échangeur anionique Cl-/HCO3-), et EPB42 (Protéine 4.2) sont 
retrouvées. Les modes de transmission sont multiples et dépendent du gène affecté : 
autosomique dominant (dans 75% des cas), autosomique récessif ou de novo ( 
Figure 22). Les sphérocytoses héréditaires de transmission autosomique récessive sont dues à des 

mutations du gène SPTA1 (Gallagher et al., 2019) et beaucoup plus rarement du gène EPB42 

(Bouhassira et al., 1992). La perte de surface membranaire due à ces défauts conduit à une 

diminution du ratio surface/volume des GR contribuant à la formation des sphérocytes. Les 

sphérocytes sont moins déformables et deviennent incapables de traverser les cordons 

spléniques où ils sont retenus et détruits. Il existe une grande variabilité phénotypique allant des 

formes néonatales très sévères nécessitant des transfusions à des formes se déclarant 

tardivement à l’âge adulte ou de découverte fortuite sur bilan biologique qui montre une 

hémolyse compensée. Les lithiases biliaires sont une complication fréquente de la SH et la 

découverte d’une splénomégalie isolée peut également conduire au diagnostic. La co-existence 

d’une maladie de Gilbert peut augmenter le risque de survenue de lithiases biliaires notamment 

en association avec des pathologies hémolytiques (Batista et al., 2021). Une surcharge en fer peut 

exister mais n’est pas systématique. 

 

2.2.1.1.2 Les elliptocytoses héréditaires  
Les elliptocytoses héréditaires bénignes sont dues à des variations (la plupart du temps faux-

sens) des gènes SPTB, SPTA1 et EPB41 intervenant dans le réseau horizontal au niveau du 
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complexe jonctionnel des protéines de membrane du GR et se transmettent selon un mode 

autosomique dominant et plus rarement autosomique récessif pour certaines formes décrites 

dues à EPB41 (Jha and Vaqar, 2022). Elles se caractérisent par la présence non systématique 

d’elliptocytes au frottis sanguin et d’une hémolyse de degré variable et souvent asymptomatique.  

 

Les formes graves d’elliptocytose avec retentissement dès la naissance et transfuso-dépendance 

transitoire sont les pyropoikilocytoses héréditaires (terme proposé par (Zarkowsky et al., 1975) 

en rapport avec la morphologie des GR qui est identique à celle retrouvée en cas d’hémolyse chez 

les grands brûlés) et se transmettent selon un mode autosomique récessif. Les mutations 

retrouvées touchent les deux allèles du gène SPTA1 et des cas de digénisme SPTA1/SPTB sont 

décrits (Niss et al., 2016). Des fragments d’hématies sont observés au frottis sanguin et une 

augmentation de la fragmentation des hématies entre 46°C et 49°C est observée alors que ces 

modifications morphologiques sont observées habituellement sur des GR sains au-delà de 49°C 

(Prchal et al., 1982).  

 

2.2.1.1.3 L’ovalocytose du sud est asiatique (SAO)  
La SAO est due à une mutation récurrente du gène SLC4A1 codant pour la protéine bande 3 : 

c.1199_1225del (p.Ala400_Ala408del) et ce à l’état hétérozygote (Wrong et al., 2002). Cette 

variation est toujours accompagnée en cis par le polymorphisme dit bande 3 Memphis p.K56E du 

gène SLC4A1. La SAO est fréquente dans les pays de l'Asie du Sud-Est et du Pacifique occidental 

(Thaïlande, Malaisie, Indonésie, Philippines et Papouasie Nouvelle Guinée) où elle peut concerner 

jusqu’à 40% des populations de ces zones (BRUCE et al., 2000). Elle est très rare en Europe. Les 

personnes porteuses hétérozygotes SAO sont asymptomatiques. Les GR d’un sujet SAO ont perdu 

toute capacité de déformabilité (profil plat à l’ektacytométrie) mais ne présentent pas 

d’hémolyse. Ce polymorphisme a pu évoluer dans ces régions du globe à cause de la pression de 

sélection due à Plasmodium falciparum offrant ainsi une protection aux porteurs face aux formes 

graves cérébrales (Allen et al., 1999) comme peuvent l’être les porteurs de déficit en G6PD, de 

traits alpha-thalassémiques, de traits drépanocytaires, de certains variants du gène PIEZO1 (Ma 

et al., 2018) et de déficit en pyruvate kinase (Williams, 2006). Des formes anormales de GR de 

type ovalocytes sont retrouvées au frottis. Un seul cas gravissime de patient homozygote pour la 

mutation SAO a été décrit à ce jour (Picard et al., 2014). La protéine bande 3 est la protéine la 

plus abondante de la membrane du GR et a à la fois un rôle structural et de transport ionique 

(échangeur HCO3-/Cl-). 

 

2.2.1.1.4 Les pathologies de membrane du GR dues à un défaut d’hydratation  
Nous décrirons principalement les stomatocytoses héréditaires déshydratées (DHSt) et la 

stomatocytose héréditaire hyperhydratée (OHSt).  
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2.2.1.1.4.1 La stomatocytose héréditaire déshydratée  
Elle se compartimente en DHSt de type 1 due à des mutations gain de fonction hétérozygotes du 

gène PIEZO1 (Andolfo et al., 2013a) et la DHSt de type 2 aussi appelée syndrome de Gardos due 

à des mutations gain de fonction hétérozygotes du gène KCCN4 codant pour le canal Gardos 

(Gardos, 1958; Glogowska et al., 2015; Hoffman et al., 2003; Iolascon et al., 2019; Rapetti-Mauss 

et al., 2015). Dans les deux formes, les signes clinico-biologiques les plus fréquents au diagnostic 

sont l’hémolyse persistante en post-splénectomie et l’hyperferritinémie inconstamment corrélée 

au degré de surcharge en fer hépatique. Le spectre phénotypique des patients atteints de DHSt1 

est large et va de l’hémolyse bien compensée dans la plupart des cas, à l’œdème périnatal de 

sévérité variable dans 20% des familles décrites et au risque accru de thromboses en post-

splénectomie voire une polyglobulie vraie avec P50 diminuée (Filser et al., 2020; Frederiksen, 

2019; Picard et al., 2019). La DHSt de type 2 se caractérise par une anémie hémolytique plus 

sévère, une surcharge en fer et une absence de signes clairs de déshydratation rapportée dans la 

littérature. Elle est beaucoup plus rare que la forme de type 1 avec uniquement une quinzaine de 

familles décrites aujourd’hui. 

 

2.2.1.1.4.2 La stomatocytose héréditaire hyperhydratée 
Les formes hyperhydratées de stomatocytoses héréditaires sont rarissimes (1 naissance sur 1 

million) et sont dues à des mutations hétérozygotes du gène RHAG et sont marquées par une 

absence de stomatine (Andolfo et al., 2018; Bruce et al., 2009). Il existe des formes syndromiques 

avec manifestations neurologiques dues à des mutations bialléliques du transporteur du glucose 

GLUT1 (gène SLC2A1) et une transmission autosomique récessive. 

 

2.2.1.1.4.3 La cryohydrocytose et la pseudo-hyperkaliémie familiale 
Il s’agit d’une anémie hémolytique modérée due à des mutations faux sens du gène SLC4A1 à 

l’état hétérozygote et caractérisée par une augmentation de la perméabilité de la membrane aux 

cations Na+ et K+ aux températures inférieures à +4°C (Bruce et al., 2005). 

La pseudo-hyperkaliémie familiale est due à des mutations du transporteur ABCB6 à l’état 

hétérozygote. On observe une perte de potassium à des températures <37°c donc une 

pseudohyperkaliémie artefactuelle ex vivo quand le sang est prélevé et sorti de son 

environnement. Le gène ABCB6 est aussi responsable du groupe sanguin Lan (Andolfo et al., 

2013b). 
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Pathologie Mode de transmission Gène 

SH de type 1 AD ou AR ANK1 

SH de type 2  AD SPTB 

SH de type 3 AR SPTA1 

SH de type 4 AD SLC4A1 

SH de type 5 AR EPB42 

Elliptocytose de type 1 AD ou AR EPB41 

Elliptocytose de type 2 AD SPTA1 

Elliptocytose de type 3 AD SPTB 

Pyropoikilocytose AR ou digénisme SPTA1, SPTB 

SAO AD SLC4A1 

Cryohydrocytose AD SLC4A1 

Pseudo-hyperkaliémie 

familiale 

AD ABCB6 

 

Figure 22 : Gènes impliqués dans les principales pathologies de membrane du GR et leurs modes de transmission  

AD = autosomique dominant, AR = autosomique récessif 

2.2.1.2 La prise en charge diagnostique des AHC et la place du SHD 
Les recommandations actuellement en vigueur dans la prise en charge diagnostique des AHC 

datent de 2015 et placent le diagnostic génétique en dernière ligne et pour des cas limités : chez 

le nouveau-né, en cas de transfuso-dépendance, en cas d’associations de pathologies du GR 

connues, dans les cas sporadiques, pour confirmer un diagnostic de stomatocytose héréditaire 

déshydratée (King et al., 2015) (Figure 23). Des recommandations plus récentes (Zaninoni et al., 

2018a; Kalfa, 2021) (Figure 24, Figure 25), intègrent le SHD dans la démarche diagnostique et 

laissent plus de place au diagnostic moléculaire. Des recommandations françaises issues du 

dernier PNDS Sphérocytose héréditaire et autres anémies hémolytiques par anomalies de la 

membrane érythrocytaire de Juillet 2021 placent encore le diagnostic génétique en dernière ligne 

en le limitant à des cas particuliers. 
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Figure 23 : Arbre diagnostique issu des recommandations de (King et al., 2015), principalement basé sur les tests phénotypiques 

 

Figure 24 : Proposition d’arbre diagnostique Zaninoni et al 2018 

EMA = eosine maléimide, RBC = red blood cell, HS = hereditary spherocytosis, HSt = hereditary stomatocytosis  
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Figure 25 : Algorithme de prise en charge diagnostique des AHC (Kalfa, 2021) 

Les méthodes diagnostiques phénotypiques classiquement utilisées dans ces pathologies 

reposent sur la réalisation d’une numération de formule sanguine avec mesure du taux de 

réticulocytes (marqueur de régénération et de bon fonctionnement de la moëlle) accompagnée 

d’une lecture attentive du frottis sanguin à la recherche de formes anormales des GR 

(stomatocytes, elliptocytes, sphérocytes, schizocytes, fragments de GR…) qui sont non-

pathognomoniques (Simionato et al., 2021b), un bilan auto-immun de type test direct à 

l’antiglobuline qui permet d’éliminer une cause immune de l’anémie hémolytique, un bilan 

biochimique exhaustif (LDH, GGT, haptoglobine, CRP, bilirubine totale, libre, mesure P50 

veineuse), une étude de l’hémoglobine (chromatographie, Immunoélectrofocalisation…), une 

mesure des activités enzymatiques du GR, la recherche d’un clone HPN (hémoglobinurie 

paroxystique nocturne) par cytométrie de flux. 

Les tests spécialisés de type ektacytométrie, test EMA (éosine maléimide) ou électrophorèse des 

protéines de membrane du GR (SDS-PAGE analysis) permettent de s’orienter vers une pathologie 

de membrane du GR. Le test EMA est très spécifique et sensible pour la mise en évidence d’une 

sphérocytose héréditaire (Girodon et al., 2008). L’ektacytométrie est un système reposant sur la 

mesure de la déformabilité des GR en milieu osmotique variable et a été introduit par Clark, 

Mohandas et Shohet en 1988 (Clark et al., 1983). Les profils obtenus dans les cas « simplex » de 

pathologies de membrane du GR permettent d’orienter vers telle ou telle pathologie (Da Costa 

et al., 2016a; Zaninoni et al., 2018b). Le SHD est considéré dans ces approches diagnostiques 

comme un test hautement spécialisé et n’arrive qu’en dernière ligne. Cependant, la 

démocratisation du SHD dans ce domaine conduit à une réflexion quant au repositionnement du 

diagnostic moléculaire dans ces recommandations. Plusieurs équipes pointent du doigt la 
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nécessité de revoir ces recommandations et de replacer le diagnostic génétique plus haut dans 

l’arbre diagnostique (Bianchi et al., 2020; Russo et al., 2020). Certaines remettent même en 

question la dénomination de ces pathologies de membrane basée sur l’aspect morphologique au 

frottis et suggèrent une dénomination basée sur le défaut moléculaire causal (Simionato et al., 

2021b). Actuellement, deux écoles s’opposent et il n’y a pas de modifications de prise en charge 

diagnostique énoncée dans les dernières recommandations françaises et internationales.  

Pourtant, le SHD a clairement démontré son utilité ces dix dernières années dans la prise en 

charge des AHC à la fois via le déploiement de panels de gènes ciblés mais aussi de l’exome et 

plus récemment du génome entier comme le montrent le nombre croissant de publications sur 

le sujet (HEREDITARY ANEMIA AND NEXT GENERATION SEQUENCING) depuis 2012 avec 192 

publications (Agarwal et al., 2016; Choi et al., 2021; Dongerdiye et al., 2021a, 2021b; Fermo et al., 

2021; Gholizad-Kolveiri et al., 2020; Jamwal et al., 2020; Kedar et al., 2018; Kim et al., 2017; King 

et al., 2015; Svidnicki et al., 2020; Tseng et al., 2019; Vives-Corrons et al., 2020). 

De nouvelles recommandations tardent à éclore. 

2.2.1.3 Focus sur les formes syndromiques d’AHC 
Certaines anémies congénitales (hémolytiques ou non) peuvent se présenter sous forme 

syndromique, associées à d’autres atteintes d’organes. Les dysérythropoïèses congénitales 

peuvent se présenter également sous forme syndromique avec des atteintes multi-organes et 

une anémie qui peut s’avérer hémolytique selon les cas (Iolascon et al., 2020). Les syndromes 

hémolytiques et urémiques atypiques en sont également un exemple avec une atteinte rénale 

associée à l’anémie hémolytique et la thrombopénie. 

De nombreuses formes de myopathies héréditaires sont associées à une anémie hémolytique 

notamment celles dues à des défaut des enzymes de la glycolyse : déficit en Topoisomérase 1, 

déficit en phosphofructokinase (gène PFKM), déficit en aldolase (gène ALDOA), déficit en 

phosphoglycérate kinase 1 (gène PGK1) (Beecher et al., 2022). 

Dans de nombreuses maladies mitochondriales l’anémie peut être un signe accompagnateur 

(Finsterer and Frank, 2015). L’HUPRA syndrome (Hyperuricemia, pulmonary hypertension, renal 

failure, and alkaline intoxication Syndrome) est un exemple d’anémie syndromique due à des 

mutations du gène SARS2 entraînant un défaut de production de tRNAseryl mitochondriale 

spécifique (Zhou et al., 2021). La famille des N-ARS mitochondriales entraîne d’autres syndromes 

avec anémie comme YARS2 codant pour la tyrosyl-tRNA synthetase 2 et impliqué dans le MLSA 

(Myopathy, lactic acidosis, and sideroblastic anemia) qui est une maladie syndromique 

mitochondriale rare. L’anémie sidéroblastique peut parfois être isolée dans ce syndrome (Riley et 

al., 2018).  

La famille des VPS pour « Vacuolar Protein Sorting » est également impliquée dans des formes 

syndromiques d’anémies pouvant se présenter sous une forme hautement hémolytique et 

régénérative comme pour VPS4A (Lunati et al., 2021; Seu et al., 2020)  
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Pour ces formes syndromiques où la délimitation phénotypique de l’anémie n’est souvent pas 

claire, le recours au « Whole exome sequencing » (WES) ou « Whole genome sequencing » (WGS) 

est largement justifié. 

 

2.2.1.4 Associations de plusieurs causes d’AHC ou d’AHC à d’autres pathologies génétiques 
Avec l’essor du SHD de nombreux VSI émergent et les associations de VSI présents dans des gènes 

diférents chez un même patient également. Les démonstrations fonctionnelles sont complexes à 

mettre en œuvre dans ces cas. Le SHD permet d’obtenir l’information de séquençage en parallèle 

sur de nombreux gènes impliqués dans un même sous-groupe pathologique (configuration panel) 

ou de tous les gènes connus via un WES ou de tout le génome d’un individu via un WGS. L’analyse 

n’est plus séquentielle. Les variations peuvent donc être présentes dans un même sous-groupe 

de gènes quand l’analyse se fait par panels ciblés (exemple anémies hémolytiques 

constitutionnelles) ou dans des gènes impliqués dans des pathologies totalement différentes dans 

le cas d’un WES ou d’un WGS effectué dans un cas syndromique où l’analyse via des mots clés 

phénotypiques peut amener à des découvertes incidentes ou à la découverte de la co-occurrence 

de deux pathologies génétiques. Les associations de plusieurs pathologies du GR sont connues et 

décrites depuis longtemps. Historiquement l’association d’un syndrome drépanocytaire majeur à 

un déficit en G6PD (Fasola et al., 2019) voire à un trait alpha-thalassémique (Santos et al., 2020) 

sont des associations fréquemment retrouvées et décrites. Ceci est due à la fréquence de ces 

variations dans certaines régions du monde et notamment leur co-localisation à des zones 

impaludées. La co-occurrence de deux AHC peut se voir chez un même patient et a été de plus en 

plus décrite ces dix dernières années au-delà des associations de type déficit en G6PD et 

drépanocytose ou thalassémies découvertes sur des tests phénotypiques (Minucci et al., 2015; 

Chen et al., 2020; Krishnevskaya et al., 2020; Russo et al., 2020; Andolfo et al., 2021; Fortugno et 

al., 2021). La co-occurrence de deux maladies rares chez un même individu est également décrite 

et rendu visible grâce au SHD de type WES ou WGS dans des cas dits syndromiques (Fernández-

Marmiesse et al., 2018; Meglic et al., 2020; Song et al., 2020). Concernant les pathologies de 

membrane du GR les gènes SPTA1 et PIEZO1 sont rapportés comme les plus fréquemment co-

mutés. Une explication possible est leur grande taille et l’existence d’une pathologie bénigne du 

GR en lien avec SPTA1 : l’elliptocytose bénigne et l’existence d’une pathologie récessive pour 

PIEZO1 (des mutations bialléliques perte de fonction de PIEZO1 sont impliquées dans une 

pathologie nommée LYMPHATIC MALFORMATION 6; LMPHM6, MIM 616843) conduisant au 

portage asymptomatique de variants perte de fonction dans la population générale à l’état 

hétérozygote (Andolfo et al., 2021). 

 Les formes acquises d’anémie hémolytique 

Elles constituent un diagnostic différentiel des formes constitutionnelles. 
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2.2.2.1 Dans le cadre des syndromes myélodysplasiques ou myéloprolifératifs 
Au décours de syndromes myélodysplasiques (SMD) ou (SMP) une anémie parfois à caractère 

hémolytique peut apparaître. Cette cytopénie peut être isolée ou alors toucher une ou deux 

autres lignées hématopoïétiques. La classification des SMD de 2016 selon l’OMS ne prend pas en 

compte les résultats du SHD mais est basée sur les données morphologiques du myélogramme et 

les résultats du caryotype médullaire (Hong and He, 2017). De nouvelles entités frontières ont 

récemment été définies CCUS (clonal cytopenia of undetermined significance), ICUS (idiopathic 

cytopenia of undetermined significance) et CHIP (clonal hematopoiesis of indeterminate 

potential) (DeZern et al., 2019) et sont de plus en plus fréquemment retrouvées notamment chez 

les personnes âgées. Cette hématopoièse clonale peut être en lien dans certains cas avec 

l’acquisition de mutations « driver »dans des gènes connus impliqués en onco-hématologie ou 

survenir en l’absence de telles mutations (Rossi et al., 2021). 

Des anomalies de membrane du GR de type elliptocytose sont décrites au décours de certains 

SMD et peuvent mimer des elliptocytoses héréditaires apparaissant tardivement chez un individu 

sans antécédents personnels ou familiaux de pathologie du GR (Alanio-Bréchot et al., 2008; 

Manabe et al., 2021; Robier et al., 2021). Une diminution de la protéine 4.1 érythrocytaire est 

notée chez ces patients mais sans aucun défaut moléculaire identifié et notamment pas de 

mutations dans les gènes connus d’elliptocytose. La cause moléculaire initialement évoquée 

semblait être en rapport avec la del20q car la majorité des patients présentant l’elliptocytose 

acquise au décours d’un SMD avait aussi une del20q au caryotype médullaire. Mais cette 

anomalie chromosomique n’est ni exclusive ni pathognomonique de cette entité (Hage-Sleiman 

et al., 2021). Un cas de sphérocytose acquise chez un homme âgé atteint de SMD a également 

été décrit et le mécanisme en cause était une grande délétion chromosomique emportant le gène 

SPTB (Fraiman and Moliterno, 2015).  

2.2.2.2 Dans le cadre des MAT, HPN et AHAI 

2.2.2.2.1 Les microangiopathies thrombotiques 
La cause la plus fréquente d’anémie hémolytique acquise est la microangiopathie thrombotique  

ou MAT (Arnold et al., 2017). Les MAT associent une anémie hémolytique d’origine mécanique à 

une thrombopénie. De rares formes constitutionnelles existent (syndrome de Schullman-Upshaw 

dû à des mutations du gène ADAMTS13, à transmission autosomique récessive) mais sont la 

plupart du temps acquises. Elles comprennent les purpura thrombotiques thrombocytopéniques 

(PTT) et les syndromes hémolytiques et urémiques (SHU). Les PTT sont dus à un déficit acquis en 

protéine ADAMTS13 due à l’apparition d’autoanticorps anti ADAMTS13. L’anémie hémolytique 

apparaît suite à une destruction des GR sur les thrombi formés. Les SHU classiques surviennent 

le plus souvent suite à des infections de type toxiniques, les SHU atypiques plus rares ont une 

origine génétique avec des mutations touchant les protéines de la voie du complément. 
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2.2.2.2.2 L’hémoglobinurie paroxystique nocturne ou HPN  
L’HPN est une pathologie acquise liée à un défaut de de certaines protéines de l’ancre 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) : CD55 et CD59 régulant négativement l’activité du 

complément au niveau des GR. Leur déficit conduit à une activité non régulée du complément 

entraînant l’hémolyse et les autres signes cliniques. Elle survient principalement chez les hommes 

par mutation somatique acquise du gène PIGA situé sur le chromosome X. Les principaux 

symptômes sont l’hémolyse aigue évoluant par poussées, les accidents thrombotiques et les 

cytopénies périphériques pouvant aboutir à une insuffisance médullaire. Le diagnostic repose sur 

la cytométrie en flux avec l’utilisation de différents anticorps monoclonaux et d’un marqueur 

spécifique de l’ancre GPI, la fluorescéine aerolysine (FLAER) permettant de mettre en évidence 

l’absence ou le déficit sur au moins deux lignées cellulaires hématopoïétiques de protéines de 

l’ancre GPI (Brodsky, 2014; Shah and Bhatt, 2022). Le traitement repose sur l’utilisation de 

d’anticorps monoclonal anti fraction C5 du complément et en dernière ligne sur la greffe de 

moelle osseuse. 

2.2.2.2.3 L’anémie hémolytique auto-immune ou AHAI  
L’AHAI est due à la destruction par des auto-anticorps des GR entraînant une auto-hémolyse. Elle 

se caractérise dans 85% des cas par la positivité du test direct à l’antiglobuline (le plus souvent à 

IgG plus rarement à IgA ou IgM). Dans de rares cas ce test peut être négatif même en présence 

d’une vraie AHAI. Des sphérocytes sont présents au frottis. Son traitement repose sur l’utilisation 

des corticostéroides en première intention associée ou non au rituximab. Des 

immunosuppresseurs ou immunomodulateurs peuvent être utilisés en seconde ligne et enfin une 

splénectomie peut être réalisée selon les cas, le degré d’hémolyse et les co-morbidités (Michalak 

et al., 2020). 

2.3 Le séquençage haut débit 

 Une brève présentation 

Le séquençage dit « classique » longtemps considéré comme le « gold-standard » a été mis au 

point par Frédérick Sanger en 1977 à l’occasion du séquençage du génome d’un bactériophage 

(Sanger et al., 1977). Il est aujourd’hui supplanté par le séquençage haut débit (SHD) ou de 

nouvelle génération (Figure 26). Le SHD permet de séquencer des génomes humains entiers en 

moins de 24h et pour moins de 1000 dollars US. Les premiers séquenceurs nouvelle génération 

commercialisés en 2004 par la société Roche étaient basés sur la technologie du pyroséquençage : 

détection de l’émission de lumière due au décrochage d’un pyrophosphate à chaque ajout de 

nucléotide lors de la réaction de séquençage (Patrick, 2007). En 2008, le premier génome humain 

séquencé par SHD est publié par Wheeler D. et collaborateurs (Wheeler et al., 2008). Il aura fallu 

deux mois et 1,5 millions de dollars US pour l’obtenir et ce à une profondeur de lecture de 7,4X. 

La profondeur représente le nombre de fois où une séquence est générée et alignée de façon 

correcte sur le génome de référence. Elle est comptabilisée en unités « X ». Les technologies 
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suivantes ont développé et modifié cette technologie avec notamment l’essor de la technologie 

du « sequencing by synthesis » (SBS) d’Illumina, actuel leader mondial du marché des 

séquenceurs.  Le SHD permet de séquencer en parallèle de nombreux fragments issus de la même 

molécule d’ADN et ce, en un temps limité autour de 24h (Figure 27 Figure 28 Figure 29). L’utilité 

du SHD est actuellement démontrée dans de nombreuses maladies génétiques et cette 

technologie est largement utilisée dans les laboratoires de diagnostic génétique partout dans le 

monde (Kalayinia et al., 2018), (Pecoraro et al., 2020; Pipis et al., 2019). De nombreuses 

applications concernent les pathologies du GR comme les hémoglobinopathies (Achour et al., 

2021) et les anémies hémolytiques constitutionnelles (Bianchi et al., 2020; Fermo et al., 2021; 

Russo et al., 2020; Vives-Corrons et al., 2020). 

 

 

Figure 26 : Comparaison Sanger/SHD  

Adapté de (Muzzey et al., 2015) 

Génération de séquences appelées « reads » en SHD ou NGS à une profondeur de lecture déterminée en nombre de fois qu’une séquence est 

retrouvée et exprimée en nombre X.  

 

SHD 
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Figure 27 : Différentes plateformes de séquençage haut débit 

 Adapté de (Loman et al., 2012) 

 

Figure 28 : Frise chronologique du séquençage 

 

Plateforme thermoFisher IonS5™ 

technologie semi-conducteur 

 

Sequecing by 

synthesis SBS 

Novaseq

 

Long-read 

technologie 
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Figure 29 : « Workflow » simplifié du SHD avec les principales étapes et les applications autres que celles ADN 

 

 Les variations de signification incertaine VSI ou VUS (variant of uncertain significance) 

Le terme de VUS ou VSI en français a été introduit et défini en 2015 par Richards et collaborateurs 

sous l’égide de l’American College of Medical genetics (; on behalf of the ACMG Laboratory 

Quality Assurance Committee et al., 2015). Cette publication présente des recommandations et 

des critères gradués pour la classification des variations de séquence identifiées dans les 

laboratoires de génétique. Cinq classes sont ainsi proposées : bénigne, probablement bénigne, 

de signification incertaine, probablement pathogène, pathogène. Les critères sont définis en 

critères « P » comme pathogène et « B » comme bénin et sont fondés sur la fréquence du variant 

dans la population générale (bases de données type gnomAD, ClinVar, 1000 génomes...), les 

prédictions in silico des outils bioinformatiques, les études familiales et les tests fonctionnels. Il 

existe de nombreux outils en ligne permettant d’effectuer cette classification en cochant les 

différents critères retenus : Genetic Variant Interpretation Tool | University of Maryland School 

of Medicine (umaryland.edu)., Franklin (genoox.com), Alamut (Sophia genetic)... (Figure 30). 

https://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant_Interpretation_Tool1.html/
https://www.medschool.umaryland.edu/Genetic_Variant_Interpretation_Tool1.html/
https://franklin.genoox.com/clinical-db/home
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Figure 30 : Critères de classification ACMG  

PS = pathogenic strong, PVS= pathogenic very strong, PM = pathogenic moderate, PP = pathogenic supporting, BS = benign  trong, BA= benign 

stand alone, BP = benign supporting, Adapté de (; on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee et al., 2015) 

Une classification revue des critères de l’ACMG a été publiée en 2017 dans la revue Nature 

(Nykamp et al., 2017) et porte le nom de Sherloc (semiquantitative, hierarchical evidence-based 

rules for locus interpretation) (Figure 31).  
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Figure 31 : Classification revue de l’ACMG : Sherloc 

Adapté de (Nykamp et al., 2017) 

Le SHD a contribué à la multiplication exponentielle des VSI, rendant la nécessité de 

reclassification indispensable ces dernières années. Les technologies de type WES ou WGS dont 

l’usage s’est largement étendu ces dix dernières années contribuent à alimenter l’afflux de VSI. 

Une simple recherche bibliographique sur le moteur de recherche Pubmed nous permet de 

trouver 3727 entrées de 2012 à 2022 correspondant au terme « variant of uncertain significance » 

et 531 avec les termes « Next generation sequencing AND variant of uncertain significance » sur 

la même période avec une croissance exponentielle (Figure 32). 

 

 



57 
 

  

Figure 32 : Place des VSI dans la base de données Clinvar 

Adapté de (Weile and Roth, 2018) et (Fayer et al., 2021) 

A-Pourcentage des VSI parmi les variations faux sens répertoriées dans Clinvar de 1990 à 2017. B- Répartition des différentes classes de 

variations dans Clinvar de 2015 à 2020 et évolution de leur nombre par catégorie sur la même période. 

Le titre d’une publication récente sur le sujet résume l’immensité du problème soulevé à la fois 

au niveau des laboratoires et des praticiens effectuant l’interprétation des variants mais aussi des 

cliniciens recevant les résultats de génétique et se retrouvant face aux patients au moment du 

rendu : « The scary world of variants of uncertain significance… » (Sullivan, 2020). Une autre 

publication de sciences humaines et sociales traite le problème sur le versant « patient » et sur 

comment ces VSI sont perçus par les patients au moment du rendu de résultat (Clift et al., 2020). 

Il n’est pas exagéré de penser que la validation fonctionnelle de ces VSI deviendra dans les 

prochaines années un enjeu de santé publique à l’ère du tout génome et du déploiement des 

plans nationaux génomes comme le plan France médecine génomique 2025. La reclassification 

de ces variants est indispensable à l’aboutissement d’un diagnostic et d’un conseil génétique. En 

France, des plateformes de génomique fonctionnelle permettant de valider expérimentalement 

l’effet de ces VSI n’existent pas encore mais leur construction est en cours de réflexion. Une 

mutualisation des moyens humains et financiers est nécessaire afin d’aboutir à des réponses dans 

des délais acceptables. 

 Les outils d’interprétation des VSI 

Ces outils se basent sur les critères de classification de l’ACMG : la fréquence dans les bases de 

données de variations, les études in silico utilisant des logiciels de prédiction de pathogénicité de 

variants, l’étude de la ségrégation familiale du variant et les analyses fonctionnelles. Les bases de 

données de variations interrogées sont principalement gnomAD 

https://gnomad.broadinstitute.org/ (données de séquençage de 125748 exomes et de 15708 

génomes issus de sujets non apparentés et affiliés à des cohortes pathologies-spécifiques ou issus 

de la population générale saine), ClinVar http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar base de données 

A 

https://gnomad.broadinstitute.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar
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concernant la classification du variant et le phénotype associé, OMIM http://www.omim.org, 

base de données des gènes humains impliqués en pathologie avec les mutations connues et les 

références, HGMD = Human Gene Mutation Database http://www.hgmd.org base de données de 

variants annotés et publiés dans la littérature.  

Les outils de prédiction bioinformatiques de pathogénicité de variants sont très nombreux et en 

constante évolution. Beaucoup de ces outils sont basés sur des algorithmes de conservation de 

séquences inter-espèces comme Polyphen-2 (Adzhubei et al., 2013) et SIFT (Ng and Henikoff, 

2001). De nombreuses combinaisons d’outils définissant des scores ont vu le jour : GERP, CADD, 

Polygenic score, Bayesdel... (Figure 33). Parfois utilisés seuls ou en association ces outils 

permettent une aide à la classification des VSI (Smol et al., 2022).  

 

Figure 33 : Exemples d’outils de prédiction bioinformatique  

Adapté de (; on behalf of the ACMG Laboratory Quality Assurance Committee et al., 2015) 

Aucun outil n’est parfait et ce n’est que la concordance de plusieurs faisceaux d’arguments qui 

est utile. Par ailleurs une connaissance même succinte de la façon dont ces outils fonctionnent 

http://www.omim.org/
http://www.hgmd.org/
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est nécessaire pour l’utilisateur afin de conserver un esprit critique face aux prédictions (Borges 

et al., 2021; Bris et al., 2018; Campuzano et al., 2020; Favalli et al., 2021; Fayer et al., 2021; Frazer 

et al., 2021; Petrosino et al., 2021; Ranganathan Ganakammal and Alexov, 2020; Smol et al., 2022; 

Uribe et al., 2021). 

Au niveau expérimental, de nombreuses technologies existent afin de valider l’effet délétère 

d’une variation (Kanavy et al., 2019). Des recommandations concernant le critère de 

caractérisation fonctionnelle des variants selon la classification de l’ACMG ont été publiées en 

2019 et proposent une marche à suivre afin de mettre en place ces tests fonctionnels (Brnich et 

al., 2019). Les modèles animaux et cellulaires sont les plus anciens et probablement les plus 

utilisés bien que les modèles animaux soient de moins en moins valorisés et ce, dans une 

démarche globable de protection animale mais également parce qu’il sont souvent très loin de la 

physiologie humaine (Mckean et al., 2021). Les modèles cellulaires sont à définir avec soin en 

fonction du gène muté et de son expression notamment. Il existe de nombreux exemples dans 

différentes maladies génétiques comme les maladies neurologiques (Yao et al., 2022). Les 

modèles IPS (induced pluripotent stem cells) ont le « vent en poupe » mais demeurent du 

domaine de l’expertise de quelques plateformes très spécialisées. La technologie CRISPR/Cas9 

utilisée pour la mutagenèse dirigée détient aujourd’hui la palme des techniques de mutagenèse 

dirigée de part la grande palette d’applications et de possibilités de l’outil (Doudna and 

Charpentier, 2014). L’association CRISPR/CAS9 et IPS (Lin et al., 2021; Mullin et al., 2021) est une 

approche fonctionnelle avec de nombreuses applications en génétique humaine (Fuster-García 

et al., 2020; H. Guo et al., 2021). Les études de type métabolomique (Alaimo et al., 2020), 

lipidomique, protéomique et  transcriptomique permettent également d’étudier l’impact d’une 

variation sur les différents aspects du métabolisme cellulaire. Au niveau des OMICS le plus 

fréquemment utilisé est la transcriptomique pour étudier l’effet d’une variation sur l’épissage et 

le niveau de transcription que ce soit par du SHD via du RNA seq ou par des études plus classiques 

type séquençage Sanger et RT-Q-PCR sur du cDNA ou des tests de type mini-gènes (Splicing and 

disease working group et al., 2020; Valenzuela-Palomo et al., 2022).  

Dans ce domaine de la science, une technologie d’avant-garde semble prometteuse pour la 

validation fonctionnelle des nombreux VSI générés par le SHD. Il s’agit initialement des techniques 

dites de DMS pour « deep mutational scanning » (Fowler et al., 2010) rebaptisée MAVE pour 

« Multiplexed assays of variant effects » (Gasperini et al., 2016; Starita et al., 2017; Weile and 

Roth, 2018; Gelman et al., 2019; Da Kuang et al., 2021; Jia et al., 2021; Nielsen et al., 2021). Cette 

technologie se décline en six étapes : la mutagenèse ; la génération d’une banque (library) de 

variants; la sélection des variants fonctionnellement actifs; la lecture et l’analyse des résultats 

sélectionnés permettant de générer une carte séquence/fonctions ; l’analyse informatique pour 

identifier les valeurs manquantes et affiner l’analyse via une « machine learning ».  Il s’agit d’une 

analyse concomitante de plusieurs milliers de VSI dans un même modèle cellulaire (Figure 34). 
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Les principaux modèles utilisés sont la levure, les cellules HEK293T, HeLa ou HAP1. Les données 

générées sont de type SHD et permettent de mesurer notamment l’expression du gène ciblé. Les 

données sont traitées par des approches de type « machine learning » afin d’intégrer tous les 

résultats des tests. L’objectif serait de créer un atlas fonctionnel de toutes les variations 

ponctuelles possibles pouvant exister à l’échelle de l’ensemble des gènes connus dans un premier 

temps puis dans une mesure plus ambitieuse de toutes les régions du génome humain. De telles 

études ont  été déjà réalisées en oncologie (Starita et al., 2017; Fayer et al., 2021; Jia et al., 2021) 

(Figure 34).  

 

Figure 34 : Etapes nécessaires pour produire, valider et utiliser les données d’une MAVE  

Adapté de (Gelman et al., 2019)  

Des contrôles positifs connus pour être pathogènes sont intégrés (en rouge) et des témoins normaux également en bleu. Il faut au moins 

réaliser la manipulation deux fois. Les variants de chaque population cellulaire sont séquencés et des scores fonctionnels liés à leur fréquence 

dans le run sont calculés pour chaque variant. 

Les mesures d’activités enzymatiques avec des tests biochimiques sont décrites pour de 

nombreuses maladies génétiques et sont très utiles pour définir l’impact fonctionnel de variants 

touchant des enzymes (Himmelreich et al., 2018; van de Stadt et al., 2021). 

L’étude de la ségrégation familiale du variant fait partie des critères de l’ACMG et de nombreuses 

études familiales avec corrélation génotype/phénotype sont publiées (Lovato et al., 2019; Min et 

al., 2022). L’étude de la ségrégation familiale du variant dans une maladie à pénétrance complète 
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est un outil puissant à condition de disposer de suffisamment d’individus atteints et sains et du 

phénotype en regard de la génétique. Cet outil demeure souvent complexe à mettre en place du 

fait de la non disponibilité des apparentés et de l’absence de moyens humains pour la mettre en 

place (exemple : reconvocation des patients et des apparentés nécessite une personne avec du 

temps dédié). 

Il existe des documents d’aide à la classification des variants gènes spécifiques disponibles sur le 

site ClinGEn (Evidence Repository - Clinical Genome Resources). Pour le moment seuls quelques 

gènes sont représentés et notamment ceux qualifiés d’actionnables et donc majoritairement en 

lien avec l’oncologie. Aucun gène impliqué dans une pathologie héréditaire du GR n’est 

représenté. Dans le monde du GR, la grande accessibilité de l’organe atteint = le sang et la très 

grande quantité du substrat = GR offre un large champ de possibilités fonctionnelles. Cependant 

l’absence de noyau et d’organites du GR peut complexifier certaines approches. Les techniques 

utilisées dans le monde du GR pour déterminer l’effet d’un VSI in vitro sont les mêmes que celles 

présentées ci-avant. Certaines mesures spécifiques au GR peuvent néanmoins être 

relevées comme : 

-  la mesure des activités enzymatiques du métabolisme du GR permet de déterminer 

l’impact d’un VSI retrouvé dans un des gènes codant pour une de ces enzymes comme 

G6PD, PKLR, TPI... 

- les techniques d’étude spécialisées de l’hémoglobine qui permettent de mettre en 

évidence certains variants de l’Hb en fonction de leurs propriétés physico-chimiques 

(Wajcman et al., 2002; Zanella-Cleon et al., 2009) 

- les techniques d’étude des propriétés de la membrane comme l’ektacytométrie, le test en 

cytométrie de flux à l’éosine maléimide (dont certaines seront détaillées dans la partie 

Matériel et méthodes de ce travail) permettant quant à elles d’aider à la classification de 

VSI retrouvés dans des gènes codant pour des protéines de membrane du GR et impliqués 

dans des pathologies comme la sphérocytose héréditaire ou la stomatocytose héréditaire.  

- les techniques d’électrophysiologie non spécifiques comme le patch-clamp (Petkova-

Kirova et al., 2019) qui mesure des courants au niveau de la membrane du GR permettant 

d’étudier la fonction de certains canaux ioniques comme le canal PIEZO1 ou la technique 

Macey-Bennekou-Egée dite du CCCP (Macey et al., 1978; Bennekou, 1988; Monedero 

Alonso et al., 2021; Jansen et al., 2021) 

- la culture de progéniteurs érythroides à partir de cellules CD34+ sélectionnées à partir de 

la moelle osseuse ou du sang périphérique des patients peut aider à mieux refléter la 

réalité physiologique érythroide (Fibach et al., 1991; Filippone et al., 2010). L’extraction 

d’ADN à partir de ces précurseurs permettrait par exemple d’étudier sur un meilleur 

modèle le biais d’inactivation de l’X chez certains patients porteurs de VSI dans un gène 

situé sur l’X 

https://erepo.clinicalgenome.org/evrepo/
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- les études de protéomique spécifiques du GR mature et du réticulocyte offrent un 

catalogue de protéines présentes dans le GR permettant de cibler certains gènes comme 

des candidats de certaines pathologies (Gautier et al., 2018) et pourraient permettre si 

développées dans ce sens de valider fonctionnellement l’effet de VSI sur l’expression de 

la protéine. 

L’un des intérêts majeur de reclassifier ces VSI est la possibilité in fine de confirmer un diagnostic 

génétique mettant ainsi fin à une errance diagnostique, de pouvoir offrir d’éventuelles nouvelles 

orientations thérapeutiques innovantes ou non et un conseil génétique.  
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3 Matériel et Méthodes 

3.1 Objectifs et Stratégie proposés 
Les objectifs de ce travail sont de mieux comprendre l’effet de VSI identifiés en SHD. La stratégie 

proposée repose sur la mise en place d’approches fonctionnelles locales abordables comme des 

réorientations de techniques phénotypiques déjà utilisées en routine diagnostique (comme la 

courbe de densité des GR), de nouvelles techniques utilisées dans le cadre de la recherche 

(LORRCA) et le développement d’axes collaboratifs. Cette approche avant tout pragmatique vise 

à utiliser des ressources locales et extérieures. Ce travail nous a permis de mieux appréhender les 

avantages et les difficultés posées par la validation fonctionnelle des VSI générés par le SHD et ce 

dans l’attente de la mise en place de plateformes de génomique fonctionnelle dédiées. 

Un système de re-convocation de patients déjà explorés en SHD pour leur anémie 

constitutionnelle ou hémolyse inexpliquée (patients chez lesquels ont déjà été exclus les 

diagnostics suivants : HPN, AHAI, SHU) et chez lesquels un ou plusieurs VSI ont été identifiés a pu 

être mis en place avec l’aide d’une infirmière coordinatrice de soins. Des examens 

complémentaires leur ont été proposés à l’Unité des maladies génétiques du globule rouge de 

l’Hôpital Henri Mondor. Un formulaire de non-opposition dédié leur a été proposé à la signature. 

Une liste d’examens à réaliser a été mise en place (Figure 35). 

Les paramètres biologiques étudiés sont les suivants : Numération et formule sanguine, frottis, 

bilan d’hémolyse avec mesure taux de réticulocytes, haptoglobine, LDH, bilirubine, bilan martial 

dont récepteur soluble de la transferrine et imagerie quand possible, étude de transcrits sur tube 

Paxgene, étude de la déformabilité par LORRCA, mesure de la densité des GR, mesure des 

activités enzymatiques du GR, mesure de la P50 sur gaz du sang veineux, étude de l’hémoglobine.  
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Figure 35 : Stratégie d'examens complémentaires 

3.2 Patients 
Les patients inclus pour étude en SHD de leur pathologie du GR sont discutés en réunion de 

concertation pluridisciplinaire (RCP) GR zone Nord de la filière de soin MCGRE (maladies 

constitutionnelles du globule rouge et de l’érythropoïèse) avant inclusion. Les résultats obtenus 

sont également discutés en RCP. Ils ont tous signé un consentement pour étude génétique et 

recherche. Suite au rendu de leur résultat d’étude génétique, 33 cas index ont pu être 

reconvoqués grâce à l’infirmière de coordination du service des maladies génétiques du GR de 

l’Hôpital Henri Mondor. 

3.3 Extraction ADN 
L’ADN a été extrait des cellules nucléées du sang total prélevé sur tube EDTA par technique 

Flexigene (Qiagen®) selon les recommandations du fournisseur. L’ADN du sang total a également 

été extrait par technique semi-automatisée Maxwell RSC en kit Whole blood. L’ADN a été extrait 

de bulbes capillaires via un kit « Maxwell RSC tissue ». L’automate et les kits ont été utilisés selon 

les recommandations du fournisseur (Promega®). L’extraction des biopsies de peau a été réalisée 

avec un kit minikit Qiagen selon les recommandations du fournisseur ou via le kit Maxwell RSC 

Tissue. 
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3.4 Séquençage haut débit et analyse bioinformatique 
Les analyses exomiques ont été réalisées avec la technologie de capture Medexome Roche 

Nimblegen à partir d’ADN extrait de sang total et les manipulations réalisées selon les 

recommandations du fournisseur. La banque ainsi préparée a été séquencée sur un Nextseq500 

Illumina en technologie Highoutput. 

Les panels ciblés (membrane et dysérythropoïèse, Annexe 1 - Liste gènes panel membrane et 

CDA) ont été réalisés par capture ciblée Kapa hyperchoice max Roche® selon les 

recommandations du fournisseur. Les librairies ainsi générées ont été séquencées sur Miseq 

Illumina en 2*300 cycles en « paired-end ». 

Les données de séquençage sont par la suite démultiplexées avec bcltofastq2 quand elles sont 

issues du nextseq500 ; l’analyse des fastq se fait via un pipeline bioinformatique local « SMAUG » 

et sur le logiciel seqnext (JSI) pour les données du panel ciblé « DY_POL _MEM ».   

A partir de fichiers .fastq ou .bcl selon le séquenceur utilisé, le pipeline local SMAUG génère des 

fichiers .bam et .vcf qui sont visualisés sur Alamut (Sophia Genetic®) pour les .vcf. Les données 

issues de l’exome sont analysées sur une liste de gènes impliqués dans les anémies hémolytiques 

constitutionnelles (Annexe 2- Liste gènes panel AHC v1).  Les variants ont été filtrés puis analysés 

selon les critères définis dans (Mansour-Hendili et al., 2020). 

Concernant l’analyse de type génome entier, celle-ci a été réalisée dans le cadre du Plan France 

Médecine génomique 2025 (Annexe 3 - Matériel et méthodes Génome Seqoia). Le Plan France 

médecine génomique est un plan national de valorisation et de développement de la médecine 

génomique dans un but de soin. Les patients souffrant de maladies rares en impasse diagnostique 

peuvent bénéficier via les deux plateformes nationales de séquençage très haut débit (Seqoia 

Zone Nord et AURAGEN Zone Sud) d’analyses génétiques de type génome entier. Les maladies 

constitutionnelles du GR via la pré-indication « maladies constitutionnelles du globule rouge » 

rentrent dans le cadre du PFMG2025. 

3.5 LORRCA  
Le LORRCA ou Laser Optical Rotational Red Cell Analyzer (Zaidi et al., 2020) est un appareil 

développé par la société Mechatronics™. Il s’agit d’un ektacytomètre de nouvelle génération 

permettant d’étudier les propriétés de la membrane du GR. Le principe de l’ektacytométrie est 

basé sur la mesure de la diffraction d’un faisceau laser à travers une fine couche de globules 

rouges soumise à une force constante (Mohandas et al., 1980). Le LORRCA comprend différents 

modes d’analyses. Le mode osmoscan permet d’étudier la déformabilité à contrainte de 

cisaillement constante = shear stress (30 Pa) avec un gradient osmotique modulable. 

L’ektacytomètre se compose d’un laser permettant d’étudier la diffraction à travers le milieu 

composé de sang dilué dans du polyvinylpyrrolidone (PVP) et en appliquant une force de 

cisaillement constante de 30 Pa à une température constante de 37 °C entre le « bob » et la 
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« cup » (Figure 36, (Rab et al., 2019)). La courbe représentant l’index d’élongation (EI) en fonction 

de l’osmolarité est appelée osmoscan (Figure 37). L’osmoscan fournit des informations à la fois 

sur la déformabilité cellulaire mais aussi sur la rigidité membranaire (Da Costa et al., 2016a). Chez 

un sujet sain, à l’osmolarité physiologique, on a la déformabilité maximum (EImax). Le paramètre 

Omin correspond à l’osmolarité où la moitié des globules rouges sont hémolysés, ce paramètre 

reflète la résistance osmotique du GR. L'index d'élongation (EI = elongation index) est calculé avec 

la hauteur (a) et la largeur (b) du modèle de diffraction (Figure 37, 

https://rrmechatronics.com/product/rbc-2/lorrca/). Le paramètre EImax correspond au 

maximum d’index d’élongation et est un reflet de la surface/volume membranaire. En milieu 

hypoosmolaire le globule rouge gonfle jusqu’à atteindre son maximum de résistance à 

l’hypoosmolarité. Si on continue à diminuer l’osmolarité en dessous de Omin on va jusqu’à la lyse 

complète de la cellule. En sens inverse, quand l’osmolarité augmente on observe une 

déshydratation du globule rouge avec une diminution de sa déformabilité (Clark et al., 1983). Le 

paramètre Ohyper permet ainsi d’appréhender l’état d’hydratation du GR et est inversement 

corrélé à la CCMH. Le point Ohyper correspond à l’osmolarité pour laquelle on obtient 50% de la 

déformabilité maximale des globules rouges en zone hyperosmolaire. Un décalage de ce point 

vers la droite reflète une viscosité cytoplasmique diminuée et une augmentation du volume 

cellulaire, c’est-à-dire une diminution de la CCMH (Clark et al., 1983). L’aire sous la courbe est un 

paramètre permettant d’appréhender la surface cellulaire. 

Des valeurs normales ont été définies sur 17 sujets sains (Tableau 1). 

Omin  [127,26;152,85] 

Ohyper   [422,27;486,67] 

Aire   [168,06;184,51] 

Eimax  [0,6117;0,6253] 
Tableau 1: Normes osmoscan sur 17 témoins 

 

 
Figure 36 : Schéma du « bob » et de la « cup » du LORRCA  

 Adapté de Lorrca – Functional RBC Analysis – Lorrca – Red Blood Cell Analyzer (https://lorrca.com)  

https://lorrca.com/


67 
 

 

Figure 37 : Courbe de déformabilité LORRCA 

Adapté de Lorrca – Functional RBC Analysis – Lorrca – Red Blood Cell Analyzer (https://lorrca.com) 

 

3.6 Courbe de densité des GR par gradient de phtalates 
Décrite initialement par Danon D. et Marikovsky en 1964, (Danon and Marikovsky, 1964) la 

technique de mesure de la densité des GR en gradient de phtalates a été remise au goût du jour 

par Bartolucci et collaborateurs en 2012 (Bartolucci et al., 2012b) avec comme application 

principale la mesure des taux de cellules denses chez les patients souffrant de syndromes 

drépanocytaires majeurs. Deux esters de phtalates différents sont mélangés (n-butyl phtalate et 

diméthylphtalate) afin d’obtenir un mélange d’huiles de densité très précises : 1,060, 1,064, 

1,068, 1,076, 1,080, 1,084, 1,088, 1,092, 1, 096, 1,100, 1,104, 1,108, 1,112, 1,116, 1,120, 1,124, 

1,128, 1,132 et 1,136 g/ml à 20°C. Le sang total est prélevé sur tube hépariné puis centrifugé 20 

min à 3500 g afin de «culoter» les GR. Le culot de GR obtenu est lavé trois fois à +4°C en solution 

saline isotonique 5 min à 3000 g. Après resuspension du culot globulaire une solution diluée au 

demi dans la solution saline isotonique à température ambiante (TA) est préparée. Les cellules 

s’équilibrent 15 min à TA. Puis 0,5 à 1 cm de chaque mélange de phtalates de densité différente 

est placé dans un tube à hématocrite distinct. Puis chaque tube est rempli sur 2 cm environ avec 

les GR lavés du patient à l’aide d’une seringue de 1 mL avec une aiguille 26G en faisant très 

attention à ne pas injecter de bulles. Chaque tube à hématocrite est scellé d’un seul côté et 

centrifugé à 20°C 10 minutes à 10000 g. La hauteur de la colonne de GR en dessous du phtalate 

est mesurée pour chaque tube en utilisant un papier millimétré ou une règle sous une loupe. Le 

pourcentage de GR en dessous de la couche de phtalate est calculée comme suit : cellules en 

dessous/(cellules en dessous+ cellules au-dessus) (Figure 38). 

 

https://lorrca.com/
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Figure 38 : Technique de mesure de la densité des GR en gradient de phtalates  

(Permission Dr Noizat) 

3.7  Etude ARN 
Les transcrits sont extraits depuis du sang total prélevé sur tubes Paxgene grâce à un automate 

Maxwell RSC avec une cassette réactif RNA simplycell suivant le protocole du fabricant 

(Promega®). L’amplification se fait de manière ciblée sur les régions d’intérêt après une étape de 

reverse-transcription permettant d’obtenir des cDNAs. La migration électrophorétique en gel 

d’agarose et le séquençage Sanger sont réalisés sur les amplicons pour mettre en évidence 

d’éventuels saut ou insertion de séquences. 

Une étude semi-quantitative par RT-Q-PCR permet d’évaluer la quantité totale de transcrits d’un 

gène cible donné. Il y a une amplification du gène cible et d’un gène de ménage qui est MPP1 

pour les gènes codant pour les protéines de membrane du GR. L’analyse se fait sur un LC480 

(Roche®) en utilisant un agent intercalant de l’ADN : le SYBR green.  

Le gène de « ménage » ou gène de référence doit être adapté selon le gène cible en fonction des 

résultats sur les cDNA témoins. Les gènes de ménage utilisés sont MPP1, ABL ou GAPDH. Les 

conditions des techniques ARN sont détaillées en Annexe 4 - Conditions des réactions ARN. 

3.8 Démarche collaborative 

 Carte des collaborations 

 

Plusieurs collaborations ont pu être mises en place au laboratoire de génétique de l’Hôpital Henri 

Mondor dans le cadre des pathologies constitutionnelles du GR afin d’aboutir de façon plus 
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Figure 39 : Collaborations 
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efficace à une réponse quant à la pathogénicité des variants de signification incertaine mis en 

évidence en SHD (Figure 39). 

Nous ne détaillerons pas toutes ces collaborations mais uniquement celle développée avec 

l’équipe du Dr Stéphane Egée à Roscoff concernant l’étude fonctionnelle de VSI des gènes PIEZO1 

et KCNN4 ayant abouti à une publication dans l’American Journal of Hematology (AJH) en 2021. 

 FOCUS sur la collaboration avec le CNRS de Roscoff 

Deux tubes héparinés sont envoyés via le centre de tri de l’Hôpital Henri Mondor pour le patient 

et un témoin normal. Les échantillons sont acheminés en 24h à +4°C. Différents tests sont réalisés 

directement sur les GR. 

3.8.2.1 Mesure du contenu en eau  
Ces trois mesures sont importantes car elles nous permettent d’interpréter les données obtenues 

lors des mesures de variations de potentiel de membrane. En effet, l’intensité des courants 

ioniques qui va engendrer les variations de potentiel de membrane sont toujours dépendantes 

du gradient électrochimique (donc de la concentration intracellulaire en ions). Il est donc 

important de connaitre la quantité d’eau moyenne dans les cellules. Des aliquots de 0,5 ml de 

sang total hépariné sont réalisés dès réception dans des tubes de polyéthylène micro test et 

centrifugés à 20 000g pendant 10 min à 4 °C. Le culot globulaire est récupéré en coupant le tube 

pour ne récupérer que ce culot. Puis il est pesé à J0 puis après 24h à 90°C à l’étuve. Cette 

technique de mesure permet de s’affranchir de l’effet de la modification de formes des GR sur le 

contenu en eau. Après cette mesure, le culot de GR asséché est lysé dans 1mL d’eau MilliQ.  

3.8.2.2  Analyse morphologique des cellules.  
A leur arrivée à Roscoff, des frottis sanguins sont réalisés et fixés au méthanol puis colorés 10 

minutes au Giemsa 5% (sigma-aldrich). Ces frottis sont ensuite analysés en microscopie à l’objectif 

x100 puis traités sous ImageJ (Schindelin et al., 2012) afin de déterminer les paramètres suivants 

: la surface projetée, la circularité et le roundness. Ce type de fixation peut induire un biais sur la 

forme des cellules, mais ayant toujours un contrôle d’envoi les différences sont très visibles.  

𝐶𝑖𝑟𝑐𝑢𝑙𝑎𝑟𝑖𝑡𝑦 = 4π
Area

(𝑝𝑒𝑟𝑖𝑚𝑒𝑡𝑒𝑟)2
 

𝑅𝑜𝑢𝑛𝑑𝑛𝑒𝑠𝑠 = 4 ×
𝐴𝑟𝑒𝑎

𝜋 × [𝑚𝑎𝑗𝑜𝑟 𝑎𝑥𝑖𝑠]2
 

3.8.2.3 Mesure de variation de potentiel.  
La technique employée est celle dite du CCCP ou méthode Macey-Bennekou-Egée. Le sang 

hépariné est lavé trois fois dans une solution saline non tamponnée par centrifugation à 3000 g 

pendant 5 minutes. Le buffy coat et le plasma sont rejetés et seul le culot globulaire est utilisé. 

Une centrifugation finale de 1 minute à 15 294 g permet d’obtenir un culot qui peut être stocké 

à +4°C jusqu’à son utilisation.  
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Les cellules sont injectées dans une solution non tamponnée constituée simplement par des ions, 

et contenant un protonophore : le CCCP à 10 µM (Macey et al., 1978; Bennekou, 1988; Monedero 

Alonso et al., 2021; Jansen et al., 2021). Le protonophore va favoriser la distribution des protons 

à travers la membrane du GR qui est directement corrélée dans le globule rouge aux variations 

de potentiel. Comme le contenu intracellulaire est par contre très tamponné (du fait de la très 

forte concentration en Hb) le pH intracellulaire reste constant ce qui est le contraire du milieu 

extérieur. Donc en mesurant le pH extracellulaire en continu on peut ainsi connaitre les variations 

de potentiel des cellules en milieu non tamponné. En fin d’expérience afin d’avoir les valeurs 

exactes et absolue, on lyse les cellules avec du triton X. A ce moment là pHi=pHo et on a donc le 

zéro.  Le potentiel de membrane peut être estimé de la manière suivante :  

𝑉𝑀 = 61.51 𝑚V(𝑝𝐻𝑖 – 𝑝𝐻𝑜) 

Pour les patients atteints de syndrome de Gardos (mutation dans le gène KCNN4), la sensibilité 

du canal au Ca2+ a été testée en premier lieu. Pour réaliser cette expérience, du NS309 est utilisé. 

Ce composé a la particularité d’augmenter l’affinité du canal GARDOS pour le calcium, le canal 

pouvant alors s’activer aux concentrations intracellulaires normales. Les concentrations 10, 50 et 

100µM de NS309 sont testées. A ces concentrations, des cellules normales ne vont présenter 

qu’une légère hyperpolarisation (i-e une déflexion vers le bas, potentiel plus négatif). Si le canal 

muté présente une sensibilité plus importante, ou si la cellule présente des concentrations en 

calcium intracellulaire plus importantes, alors la déflexion sera plus importante 

(hyperpolarisation plus marquée).   

On utilise l’A23187 à 10µM comme contrôle interne. Il s’agit d’un composé qui crée des pores au 

niveau de la membrane permettant le passage du calcium. Il permet donc d’activer le canal 

Gardos à son maximum. Cette expérience est réalisée sur un temps plus long, car après 

l’hyperpolarisation, peut survenir une « repolarisation » induite par l’activation des canaux 

cationiques non sélectifs. Ceux-ci sont généralement plus actifs dans les cas du vieillissement des 

cellules et souvent chez les patients avec DHSt.  

Pour les patients porteurs de mutations PIEZO1, le NS309 est également utilisé. Il permet de 

déterminer si la concentration intracellulaire en Ca2+ est altérée ou pas. Dans la même logique 

que pour le canal GARDOS, si la concentration en calcium est augmentée (par exemple du fait 

d’un gain de fonction de PIEZO1) alors l’hyperpolarisation qui suit l’addition de NS309 sera plus 

prononcée.  

YODA1 est un agoniste connu du canal PIEZO1 également utilisé pour tester l’effet de mutations 

notamment simplex de PIEZO1. YODA1 augmente la probabilité d’ouverture de PIEZO1 mais 

ralentit aussi sa période réfractaire d’inactivation. Les canaux PIEZO1 activés par YODA1 restent 

ouverts quatre fois plus longtemps que ceux ouverts via un stimulus mécanique (Syeda et al., 

2015). En cas de mutation gain de fonction de PIEZO1 l’utilisation de YODA1 chez un patient 
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montre une hyperpolarisation plus importante de la membrane des GR et un retour à l’état basal 

beaucoup plus lent que chez un témoin normal. 

Ce qui permet de tirer des conclusions quant à l’intensité initiale d’activité du canal PIEZO1.  

 (Annexe 5 - Descriptif des réactifs techniques ROSCOFF et Figure 40) 

 

Figure 40 : Schéma des effets sur les flux ioniques des composés utilisés à Roscoff  

(Permission Dr Egée)  
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4 Résultats 

4.1 Résultats du SHD 

 Article 1 OJRD 2020 

4.1.1.1 Présentation 
Cet article présente les résultats de séquençage haut débit de l’exome chez 40 patients 

présentant une anémie hémolytique constitutionnelle dont 20 patients avec une sphérocytose 

héréditaire. Nous avons utilisé une capture exomique et une analyse bioinformatique ciblée sur 

une liste de gènes connus dans les anémies hémolytiques constitutionnelles dans un premier 

temps, puis étendu l’analyse via une analyse sur mots clés phénotypiques. Nous avons identifié 

la cause moléculaire dans 100% des cas de SH et 65% de ceux avec une hémolyse inexpliquée. 

Nous avons pu étendre l’analyse au-delà de la liste des gènes connus dans certains cas et mis en 

évidence des gènes candidats comme ADAR ou TRPV4. Nous avons également proposé une 

nouvelle stratégie de prise en charge diagnostique des anémies hémolytiques constitutionnelles 

en replaçant l’étude moléculaire plus haut dans l’arbre décisionnel. Cet article est paru en 2020 

et est basé sur des résultats de 2017 et 2018, c’est-à-dire avant le déploiement des plateformes 

de séquençage très haut débit (STHD) nationales et l’usage plus répandu du SHD dans le 

diagnostic des AHC. 

Nous présentons également les résultats d’études familiales qui ont pu être réalisées chez ces 

patients. 
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4.1.1.2 Focus sur les études familiales issues de la figure 2 de l’article 1 
Dans l’ensemble des familles étudiées et représentées sur cette figure il y a une co-ségrégation 

de la mutation avec la maladie, sauf pour la famille P27 où le variant ne co-ségrège pas avec la 

maladie (Figure 41 sur deux pages). 
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Figure 41 : Arbres généalogiques de 3 familles avec sphérocytose héréditaire et 6 familles avec hémolyse inexpliquée.  

Adapté de (Mansour-Hendili et al., 2020) 

Les carrés noirs représentent les hommes malades, les ronds noirs représentent les femmes malades, les carrés non colorés rep résentent les 

hommes sains, les ronds non colorés représentent les femmes saines, la flèche indique le cas index. 2a = P11 famille SH ; 2b = P10 famille SH ; 

2c = P4 famille SH ; 2d = P25 CDA2 ; 2e = P27 hémolyse inexpliquée ; 2f = P31 famille GARDOS = Patient 1 et 1’ dans cette thèse ; 2g = P33 

hémolyse inexpliquée ; 2h = P36 famille avec de multiples associations ; 2i = P40 Famille avec mutation ATP11C  

 

4.1.1.3 Conclusions et discussion article 1 
Dans cette étude, le séquençage de l'exome a permis d'identifier une cause génétique chez 33 

patients avec AHC sur 40 (82,5%), dont 20 patients SH (100%) et 13 (65%) patients avec hémolyse 

inexpliquée. Ce travail souligne la grande utilité du séquençage de l'exome dans le diagnostic des 

AHC permettant d’aboutir à un diagnostic. Dans les cas où les analyses phénotypiques ciblées de 

première intention n'ont pas réussi à élucider l'origine de la maladie, les tests génétiques et en 
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particulier le séquençage de l'exome semblent très utiles pour découvrir les défauts génétiques 

complexes à l'origine de l'AHC et des manifestations associées. Les développements récents des 

technologies de séquençage exomique ou génomique en font les approches les plus adaptées et 

les moins chères pour le diagnostic génétique de ces maladies, en gardant à l'esprit la nécessité 

absolue d'une équipe génétique pluridisciplinaire capable de prendre en charge les découvertes 

fortuites ou inattendues si nécessaire. 

La démocratisation du SHD devrait conduire à mettre à jour les recommandations actuelles 

concernant la place des tests génétiques dans les AHC. La découverte fréquente de plusieurs 

mutations dans différents gènes chez un même patient invite également à reconsidérer les bases 

génétiques des AHC : des maladies apparemment monogéniques peuvent en fait être 

oligogéniques, avec des variations satellites jouant le rôle de modulateurs du phénotype ou 

aboutissant à de nouvelles entités cliniques. 

Des études mécanistiques plus approfondies sont nécessaires pour mieux comprendre la relation 

entre génotype et phénotype, en particulier chez les patients présentant une association de 

variants atypiques ou mal décrites. Cependant, certaines interactions peuvent être difficiles à 

étudier avec les outils existants. Le développement d'outils phénotypiques de nouvelle 

génération, tels que la métabolomique et la protéomique des globules rouges, pourrait 

représenter de nouvelles étapes dans l'exploration des troubles génétiques des globules rouges. 
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 Article 2 : Sphérocytose acquise par mutations ponctuelles ANK1 

4.1.2.1 Présentation 
Cet article décrit une nouvelle entité pathologique mise en évidence par SHD et a été accepté en 

Avril 2022 par l’American Journal of Hematology (Mansour-Hendili et al., n.d.). Il s’agit d’une 

sphérocytose acquise par mutation ponctuelle du gène ANK1 dans le cadre d’une hématopoïèse 

clonale de signification incertaine (CHIP) chez deux patients non apparentés très âgés (>85 ans). 

L’hypothèse diagnostique initiale chez ces patients était une anémie hémolytique auto-immune 

à Test direct à l’antiglobuline négatif (test étendu réalisé IgG, IgM et IgA) devant la présence d’une 

hémolyse et de nombreux sphérocytes au frottis chez des patients âgés. La réalisation de test 

EMA et d’ektacytométrie chez ces patients étaient en faveur d’une sphérocytose « héréditaire ». 

Etant donné le grand âge de ces patients et l’absence d’antécédents familiaux et personnels 

d’anémie et/ou d’hémolyse nous avons exploré de manière parallèle l’ADN extrait du sang total 

et de la peau ou des bulbes capillaires de ces patients. Cette approche nous a permis d’avoir deux 

tissus de deux origines différentes dont un qui n’était pas hématopoïétique afin de confirmer ou 

d’infirmer le caractère constitutionnel du défaut moléculaire identifié sur le sang ou la moëlle. 

Cette approche nous a permis de démontrer que les mutations ANK1 identifiés chez ces deux 

patients étaient absentes de la peau ou des bulbes capillaires (selon le patient) mettant en 

évidence le caractère limité au moins au compartiment hématopoïétique de la mutation. Ce 

processus est sans nul doute plus fréquent que décrit notamment dans la population du 4ème âge 

liée aux mécanismes de mutations acquises dans des contextes d’évolution à bas bruit de clones 

hématopoïétiques non malins. 1/3 de la population très âgée porte en effet une CHIP (Rossi et 

al., 2021). 
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Supplementary Methods 

 

For analysis of genes involved in MDS/MPN, genomic DNA was extracted from whole blood and 

bone marrow aspirate using the QIAsymphony extractor (Qiagen) in patient 1 and Maxwell 16 

Blood DNA kit (Promega) in patient 2. For analysis of genes involved in congenital anemia, 

genomic DNA was extracted from blood using FlexiGene DNA kit (Qiagen) in patient 1 and 

Maxwell RSC Whole Blood DNA kit (Promega) in patient 2. Genomic DNA was extracted from skin 

biopsy using QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) in patient 1 and from hair bulbs using Maxwell RSC 

Tissue DNA kit (Promega) in patient 2. 

In patient 1, NGS of genes involved in MDS/MPN was performed using Agilent capture and 

sequenced on a MiSeq system (Illumina) according to manufacturer’s recommendations. 

Bioinformatic analysis was performed using an institutional platform of analysis named serveur 

AP-HP G-route Pipeline SCIP 3.3.4. 

In patient 2, NGS of genes involved in MDS/MPN was performed using an Ampliseq custom panel 

and sequenced on an Ion Torrent S5XL system (Thermo Fisher Scientific) according to 

manufacturer’s recommendations. Bioinformatic analysis was performed using NextGENe 

software (SoftGenetics) and an in-house pipeline (Polydiag, Institut Imagine, Université Paris 

Cité). 

In both patients, NGS of RBC membrane disorders and CDA was performed using KAPA 

Hyperchoice Max 3Mb T3 enrichment probes (Roche). Sequencing was performed on a MiSeq 

system (Illumina) according to manufacturer’s recommendations. Bioinformatic analysis was 

performed using a BWA/GATK best practices pipeline and the SeqNext software (JSI). Variants 

with VAF under 20% in the patients’ samples were rejected as well as variants with MAF above 

5% in the gnomAD database (https://gnomad.broadinstitute.org). Variants were classified 

according to the ACMG criteria (Richards et al 2015). 

Whole exome sequencing was performed using KAPA HyperExome enrichment probes (Roche). 

Sequencing was performed on a Nextseq 500 system (Illumina). Bioinformatic analysis were 

performed using Sophia DDM (Sophia Genetics) softwares and a local pipeline based on 

BWA/GATK best practices. NGS reads (.bam files) visualization was perfomed using AlamutVisual 

(Sophia Genetics). In patient 2, we searched for de novo variations in bone marrow DNA 

compared to hair bulb DNA. We only focused on variations classified as pathogenic or likely 

pathogenic following ACMG classification. 

Sanger sequencing of ANK1 exons 19 and 33 and flanking regions was performed on genomic DNA 

extracted from blood, bone marrow, hair bulbs and skin biopsy (details available upon request). 
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Supplementary table 1:. Genes analyzed in the NGS panels: A: NGS Panel for RBC membrane 

disorders and CDA ; B: NGS Panel for MDS/MPN used in Patient 1; C: NGS Panel for MDS/MPN 

used in Patient 2; D: MDS/MPN genes analyzed on exome data from patients 1 and 2 (based on 

Gibson et al 2017, Zink et al 2017, Awada et al, 2020 and Liquori et al, 2021) 

 

A B C D 
ANK1 ABL1 ASXL1 ABL1 
SPTB ASXL1 BCOR AKT3 
SPTA1 ASXL2 BCORL1 ACSS2  
SLC4A1 BRAF BRAF AKAP17A 
EPB42 CALR CALR ANKRD26 
EPB41 CBL CBL ASXL1 
PIEZO1 CEBPA CSF3R ASXL2 
KCNN4 CSF3R CSNK1A1 ATM 
STOM DNMT3A CUX1 BCOR 
RHAG ETNK1 DDX41 BCORL1 
RHCE ETV6 ETNK1 BRAF 
ABCG5 EZH2 DNMT3A CALR 
ABCG8 FLT3 ETV6 CBL 
LCAT GATA2 EZH2 CEBPA 
ATP11C HRAS FLT3 CEP112 
XK IDH1 GATA2 CREBBP 
GATA1 IDH2 HRAS CSF3R 
HBB JAK2 IDH1 CSNK1A1 
HBA1 KIT IDH2 CUX1 
HBA2 KRAS JAK2 DDX41 
CDAN1 MPL KDM6A DNMT3A 
C15ORF41 NPM1 KIT ETNK1 
SEC23B NRAS KRAS ETV6 
KIF23 PPM1D MPL EVI2A 
GOL RAD21 MYD88 EZH2 
KLF1 RUNX1 NRAS FLT3 
PARP4 SETBP1 PHF6 GATA2 
ALAS2 SF3B1 PPM1D GOLGA8B 
GLRX5 SH2B3 PTEN GNAS 
ABCB7 SMC3 PTPN11 GNB1 
 SRSF2 RAD21 HRAS 
 STAG2 RHOA HRC 
 TET2 RIT1 IDH1 
 TP53 RUNX1 IDH2 

 U2AF1 SETBP1 JAK2 
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 Wt1 SF3B1 KDM6A 
 ZRSR2 SH2B3 KMT2D 
  SRSF2 KIT 
  STAG2 KRAS 
  STAT3 MLL2 
  TET2 MLL3 
  TP53 MPL 
  U2AF1 MTA2 
  WT1 MYD88 
  ZRSR2 NF1 
   NPM1 
   NRAS 
   PHF6 
   PI3KCD 
   PLCG2 
   PPM1D 
   PRKCG 
   PTEN 
   PTPN11 
   RAD21 
   RHOA 
   ROBO1 
   RTK 
   RTT1 
   RUNX1 
   SAMD9 
   SAMD9L 
   SETBP1 
   SETD2 
   SETDB1 
   SF3B1 
   SH2B3 

   SMC1A 
   SMC3 
   SRSF2 

   STAG2 

   STAT3 

   TERC 

   TET2 

   TP53 

   U2AF1 

   UMODL1 
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   WT1 

   ZNF318 

   ZRSR2 
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4.1.2.2 Conclusions et discussion de l’article 2 
L'analyse génétique de l'ADN issu de différents tissus nous a permis de mettre en evidence des 

mutations acquises du gène ANK1 restreintes à la moëlle osseuse et au sang. Les VAF de ces 

mutations dans le sang sont élevées et compatibles avec une maladie héréditaire (36 % et 41 %) 

Les deux patients ont une hématopoièse clonale liée à l'âge dans laquelle la population de cellules 

clonales est devenue prédominante. La présence d'une mutation ANK1 dans la plupart des 

cellules clonales a conduit à la production de niveaux élevés de sphérocytes, avec pour 

conséquence une anémie hémolytique. Nos résultats démontrent que les clones 

hématopoïétiques peuvent héberger des mutations «passagères» supplémentaires avec des 

effets néfastes, conduisant à des phénocopies de maladies génétiques connues comme la 

sphérocytose héréditaire lorsque le clone devient prédominant. 

Une AHAI à test direct à l’antiglobuline (TDA) négatif a d'abord été suspectée chez les deux 

patients présentés, mais aucun des deux n’a répondu aux corticostéroïdes (et au rituximab pour 

le patient 1). Le TDA est rapporté comme négatif chez environ 5% des patients atteints d'AHAI. 

Cependant, poser le diagnostic d'AHAI à TDA négatif nécessite d'avoir exclu d'autres causes 

d'anémie hémolytique comme l'HPN, la microangiopathie ou l'anémie hémolytique d'origine 

médicamenteuse et les pathologies de membrane acquises comme le démontre ces cas 

notamment chez les personnes âgées dans un contexte d’hématopoièse clonale. 
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 Article 3 : Résolution d’un cas syndromique d’AHC via séquençage très haut débit  

4.1.3.1 Présentation 
Le déploiement du Plan France médecine génomique 2025 à visée diagnostique dans les maladies 

rares a permis depuis 2020 via la pré-indication « maladies constitutionnelles du GR » d’inclure 

des patients en errance diagnostique en séquençage de type whole genome sequencing. Un cas 

pédiatrique en errance diagnostique (Lunati et al., 2021) a pu grâce au séquençage de génome 

entier aboutir à un diagnostic. Il s’agit d’une mutation de novo dans le cadre d’une nouvelle 

maladie qui n’était pas encore officiellement décrite au moment de l’analyse du génome. Seules 

des descriptions lors de congrès avaient été effectuées et les articles étaient en cours de révision. 

Nous avons donc publier de manière quasi simultanée avec les deux équipes ayant les premières 

décrit ce nouveau syndrome associant une dysérythropoïèse congénitale et une malformation 

cérébrale sévère avec un retard développemental associé. 
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4.1.3.2 Résultat et discussion article 3 
Ce cas met en reflet l’intérêt du STHD de type WGS dans les pathologies congénitales du GR 

notamment dans les cas pédiatriques de découverte néonatale et syndromiques en errance 

diagnostique. Par ailleurs, l’originalité de la description clinique par rapport aux peu de cas déjà 

décrits tient dans le fait que l’anémie s’est présentée sur un versant très hémolytique dès la 

naissance avec de très faibles signaux dysérythropoiétiques au myélogramme. Les mutations du 

gène VPS4A apparaissent de novo et il semble y avoir un « hot spot » mutationnel dans ce gène. 

Le syndrome CIMDAG (cerebellar hypoplasia, cataracts, impaired intellectual development, 

congenital microcephaly, dystonia, dyserythropoietic anemia, and growth retardation) est un 

syndrome de découverte et de description récentes (Seu et al., 2020) qui peut se présenter sous 

une forme hématologique prédominante.  
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4.2 Résultats des études ARN 

 Tableau de résultats  

Nous ne détaillerons pas dans cette partie le phénotype des patients ayant été explorés. Ces résultats visent à illustrer l’intérêt des 

études de transcrits pour aider à la classification de variations. Des variations d’intérêt ayant un effet potentiel sur l’épissage ont été 

mises en évidence chez ces patients sur l’ADN génomique. Une étude de transcrits a été demandée lors du rendu de résultat. Nous 

avons pu obtenir des prélèvements sur tubes Paxgene pour explorer 23 patients dont 3 trios familiaux (cas index/père/mère) (Tableau 

2). Une fois l’ARN messager extrait du tube Paxgene, une étape de reverse transcription a été réalisée puis une amplification PCR ciblée 

et un séquençage Sanger. Une quantification par RT-Q-PCR a également été mise en œuvre. 

ID 
patient 

Gène Mutation génomique Statut Résultats séquence 
cDNA 

Résultats RT-Q-
PCR 

Reclassification 

BQE2858 
ARN 

ANK1 
NM_020476,2 

c.4462C>T (p.R1488*) Hétérozygote Mutation non vue sur cDNA, pas de 
saut d'exon 

Diminution de 65% de 
production des transcrits 
ANK1 

Probablement pathogène à 
pathogène  

BQE2100 
ARN 

SPTB 
NM_001024858.2 

c.5623C>T (p.Gln1875*) Hétérozygote Mutation non vue sur cDNA, pas de 
saut d'exon 

Diminution de 33% de la 
quantité de transcrits SPTB 

Probablement pathogène à 
pathogène  

BQE2232 
ARN 

SPTB 
NM_001024858.2 

c.6706C>A (p.L2236M) ; c.6737C>T 
(p.A2246V) en cis 

Hétérozygote Présence des deux variations sur 
cDNA (25%) 

Diminution de 70% de 
production des transcrits 
SPTB avec gène de ménage 
HBB et MPP1 

VSI à pathogène 

BQE2316 
ARN 

SPTB 
NM_001024858.2 

c.647G>A  (p.R216Q) Hétérozygote Saut de l'exon 5 en phase = délétion 
en phase de 27 AA 

NF VSI à probablement 
pathogène 

BGL21031 
ARN 

SPTA1 
NM_003126.2 

c.1688G>A  (p.R563Q) Hétérozygote RAS, on retrouve bien la mutation sur 
cDNA 

Diminution de 52% de 
production des transcrits 
SPTA1 

Demeure un VSI, complexe 
car SPTA1 

BQE2342 
ARN 

ANK1 
NM_001142446 

c.1801-2A>C  Hétérozygote Présence d’une délétion de 57 paires 
de bases à l’état hétérozygote dans 
l’exon 16 du gène ANK1. 

Diminution de 46% de la 
production des transcrits 
ANK1 

Probablement pathogène à 
pathogène 

BQE2306 
ARN 

SPTA1 
NM_003126.2 

c.4442+1G>A Hétérozygote Présence d’une délétion complète à 
l’état hétérozygote de l'exon 31 du 
gène SPTA1 

NF Probablement pathogène à 
pathogène 

BQE2377 
ARN 

ANK1 
NM_020476.2 

c.2098-1G>T Hétérozygote RAS Diminution de 37% de la 
production des transcrits 
ANK1 

Probablement pathogène à 
pathogène 

BQE2545 
ARN 

SLC4A1 
NM_000342 

c.1961G>T (p.G654V) Hétérozygote RAS Production de transcrits 
SLC4A1 en quantité normale 

Demeure VSI étude 
protéique nécessaire 

BQE2598-
ARN 

SPTA1 
NM_003126.2 

c.6843-2A>G Hétérozygote Délétion en phase de l'exon 50 à l'état 
hétérozygote 

Quantité normale de 
transcrits SPTA1 

Probablement pathogène à 
pathogène 
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ID 
patient 

Gène Mutation génomique Statut Résultats séquence 
cDNA 

Résultats RT-Q-
PCR 

Reclassification 

BGL22266-
ARN  
cas index 

HK1 NM_033496 c.34C>T (p.Arg12*) Homozygote Présence de la mutation homozygote 
sur cDNA 

Quantité de transcrits 
spécifiques GR et 
ubiquitaires normale 

Probablement pathogène à 
VSI 
Etude protéique nécessaire 

BGL22265-
ARN père 

HK1 NM_033496 c.34C>T (p.Arg12*) Hétérozygote Présence de la mutation hétérozygote 
sur cDNA 

Quantité de transcrits 
spécifiques GR et 
ubiquitaires normale 

 

BGL22280-
ARN mère 

HK1 NM_033496 c.34C>T (p.Arg12*) Hétérozygote Présence de la mutation hétérozygote 
sur cDNA 

Quantité de transcrits 
spécifiques GR et 
ubiquitaires normale 

 

BQE2803 
ARN 

ANK1 
NM_020476.2 

c.1900-17G>A Hétérozygote Création d'un site AG alternatif en -17 
et rétention dans l'intron 16 à partir 
de -15 rajout de 5AA 

Pas de diminution des 
transcrits ANK1 

Pathogène, déjà connue 
(Edelman et al., 2007) 

BGL20080 
ARN  
cas index 

SEC23B 
NM_001172745.1 

c.1710dupT (p.Arg571*) d’origine 
maternelle et recherche d’un second 
événement mutationnel sur les 
transcrits d’origine paternelle 

Hétérozygote Absence de la mutation R571* sur le 
cDNA 

Une diminution de 73% de 
l’expression des transcrits 
SEC23B 

Probablement pathogène à 
pathogène 

BGL20078 
ARN père 

SEC23B 
NM_001172745.1 

   Diminution de 35% de 
l’expression des transcrits 
SEC23B  

 

BGL20079 
ARN mère 

SEC23B 
NM_001172745.1 

   Diminution de 38% de 
l’expression des transcrits 
SEC23B  

 

BQE2763 
ARN  

EPB42 
NM_000119.2 

c.1408+4C>T 
 c.744+7G>A 

Hétérozygote Pas de saut d'exons ni de modification 
de séquence 

En cours de mise au point Demeurent VSI pour le 
moment 

BQE2936 
ARN 

ANK1 
NM_001142446 

c.1405-9G>A Hétérozygote Création d’un site cryptique 
accepteur d’épissage dans la 
séquence de l’intron 13, 7 pb en 
amont du site canonique accepteur 
d’épissage de l’intron 13 

Diminution globale de 64% 
des transcrits ANK1, les deux 
mutations sont en cis (mère 
non porteuse) 

VSI à pathogène 

BQE2936 
ARN 

ANK1 
NM_001142446 

c.3946C>T (p.Q1316*) Hétérozygote Absence de la mutation sur le cDNA Diminution globale de 64% 
des transcrits ANK1, les deux 
mutations sont en cas (mère 
non porteuse) 

Probablement pathogène à 
pathogène 

BQE2250 
ARN 

SLC4A1 
NM_000342 

c.1458C>G (p.Y486*) Hétérozygote Absence de la mutation sur le cDNA Diminution de 50% des 
transcrits SLC4A1 

Probablement pathogène à 
pathogène 

BQE2265 
ARN 

SLC4A1 
NM_000342 

c.486-2A>G Hétérozygote Absence de mutations ou de saut 
d'exon 

Diminution de 50% des 
transcrits SLC4A1 

Probablement pathogène à 
pathogène 

BQE2237 
ARN 

ANK1 
NM_001142446 

c.5620C>T (p.R1874*) Hétérozygote Absence de la mutation sur le cDNA Diminution de 60% de la 
quantité de transcrits ANK1 

Probablement pathogène à 
pathogène 

Tableau 2 : Résultats étude de transcrits   

RAS = pas d’effet, NF = non fait, cDNA = ADN complémentaire 
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Le fait de retrouver une variation non-sens dans la séquence du cDNA n’est pas en faveur de 

mRNA decay, le fait de ne pas la retrouver sur le cDNA est en faveur d’une destruction de l’allèle 

portant cette variation par mRNA decay (Kurosaki and Maquat, 2016). Le processus de mRNA 

decay permet en effet à la machinerie cellulaire de dégrader les transcrits portant des codons 

STOP prématuré (avant le dernier exon du gène) par un système complexe de surveillance. 

L’échappement d’un codon STOP à ce processus est possible et entraîne la probable production 

d’une protéine tronquée. La destruction de l’allèle portant le codon stop prématuré conduit à 

une diminution de la quantité de transcrit du gène concerné. Ces études de transcrits nous ont 

permis de reclasser onze variants de la classe probablement pathogène à pathogène, trois 

variants de VSI à pathogène, un variant de VSI à probablement pathogène, un variant de 

probablement pathogène à VSI (HK1), quatre variants demeurent des VSI et une variation déjà 

décrite comme pathogène où nous confirmons l’effet délétère. Concernant la variation non-sens 

identifiée à l’état homozygote dans le gène HK1 codant pour l’hexokinase et déjà référencée dans 

la littérature comme causale d’un déficit en hexokinase (Jamwal et al., 2019), les résultats de 

l’étude ARN nous ont permis de mettre en évidence la persistance de cette variation non-sens sur 

les transcrits du cas index à l’état homozygote et des parents à l’état hétérozygote. Ceci n’est pas 

en faveur d’une destruction des transcrits par mRNA decay et va donc à l’encontre d’un effet 

délétère de cette variation sur la transcription. Une étude protéique est nécessaire dans ce cas. 

La mesure d’activité hexokinase standardisée (données non publiées et non fournis dans cette 

thèse) chez le cas index a toujours montré des valeurs normales et ce sur les différentes fractions 

de densité des GR. 

Les résultats concernant les transcrits SPTA1 sont complexes à interpréter car souvent non 

reproductibles avec l’agent intercalant utilisé. Le gène SPTA1 est en effet exprimé en quantité 7 

fois supérieure à ce qui serait nécessaire (“Synthesis and assembly of membrane skeletal proteins 

in mammalian red cell precursors,” 1987) ce qui rend plus complexe sa quantification et 

l’interprétation de celle-ci. Nous sommes en train de mettre en place pour SPTA1 une technique 

de quantification basée sur des sondes et non un agent intercalant (Chonat et al., 2019). 

4.3 Etudes familiales 

 Famille GATA1  

4.3.1.1 Description du cas 
Le cas index est un patient de 32 ans avec une anémie hémolytique sévère inexpliquée 

d’apparition récente. Le SHD a montré la présence d’une variation de signification incertaine du 

gène GATA1 (c.1066G>A; p.G356S) à l’état hémizygote (ChrX) et ce à la fois sur l’ADN extrait 

depuis les cellules sanguines et également depuis les bulbes capillaires confirmant le caractère 

constitutionnel de cette variation. Des études fonctionnelles collaboratives menées par l’équipe 

du Dr Zahra Kadri au CEA ont été lancées dans un premier temps car la famille n’était pas 
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disponible pour l’étude génétique familiale. Mais la famille a pu finalement se rendre disponible 

rendant réalisable l’étude génétique ciblée par séquençage Sanger sur le gène GATA1. 

4.3.1.2 Résultat génétique 
L’arbre généalogique associé aux résultats de l’étude génétique ciblée a pu montrer que tous les 

frères du patient étaient également porteurs hémizygotes du même VSI de GATA1 excluant ainsi 

le rôle délétère à lui seul de ce variant. Les frères bien portants du patient qui ont le même 

génotype ne présentent pas du tout le même phénotype (Figure 42). 

 

 

Figure 42 : Arbre généalogique famille GATA1 

 

4.4 Description clinico-biologique et génétique des patients d’intérêt  
Il s’agit de patients inclus en SHD et ayant pu bénéficier d’une approche complète de type : 

densité des GR, LORRCA et étude électrophysiologique à Roscoff. La numérotation proposée pour 

ces patients est valable dans l’ensemble dans ce document, exceptés les articles où une 

numération des patients est propre à chaque publication.  

Patient 1 et 1’ 

 

Tableau 3 : Description du patient 1  
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Le patient 1 présente un syndrome de Gardos qui est une forme de stomatocytose héréditaire 

déshydratée due à une mutation délétère du gène KCNN4 p.R352H. Le SHD réalisé a mis en 

évidence la présence d’un VSI à l’état hétérozygote du gène PIEZO1 chez ce patient en plus de la 

mutation pathogène connue du gène KCNN4 (Tableau 3). Son fils : Patient 1’ est également atteint 

d’un syndrome de Gardos et ne porte que la mutation connue du gène KCNN4 p.R352H à l’état 

hétérozygote. 

Patient 2 

 

Il s’agit d’une patiente avec un syndrome drépanocytaire majeur de type S/S avec un syndrome 

de Li Fraumeni associé et 30% de cellules denses (Tableau 4). Les résultats du SHD ont montré en 

plus de la mutation HbS, un VSI du gène PIEZO1 et un VSI du gène SPTA1 à l’état hétérozygote. 

Patient 3 

  

Tableau 5 : Description du patient 3 

Il s’agit d’un patient présentant une Beta thalassémie majeure avec des thromboses à répétition 

depuis sa splénectomie en 1981 ( 

Tableau 5). On note un antécédent de thrombose portale en 2006, sous EPO (arrêté) et Hydrea. 

Il est en échange transfusionnel toutes les 4 semaines et sous Xarelto depuis 2017. Il a été inclus 

dans essai clinique sous luspatercept en 2018 (antagoniste TGF beta) et arrêté en 2018 suite à 

une majoration des événements thrombotiques. Un SHD explorant les gènes de pathologies de 

membrane du GR et les dysérythropoïèses congénitales a été réalisé. Plusieurs variations 

d’intérêt ont été mises en évidence en plus des mutations causales de la beta-thalassémie du 

gène HBB. Il présente deux VSI dans les gènes PIEZO1 et SPTB. 

 

Tableau 4 : Description du patient 2  
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Patient 4 

 

Tableau 6 : Description du patient 4 

Le patient 4 présente une hémolyse compensée associée à une maladie Gilbert et une surcharge 

en fer nécessitant des saignées, de type stomatocytose héréditaire déshydratée. Le SHD a mis en 

évidence un VSI hétérozygote non connu du gène PIEZO1 (Tableau 6).  

Patient 5 

 

Tableau 7 : Description du patient 5 

Le patient 5 est décrit dans l’article 4 de ce travail en page 128. Il s’agit d’un patient présentant 

un syndrome de GARDOS avec une nouvelle mutation du gène KCNN4. Il présente des thromboses 

multiples en post-splénectomie (Tableau 7). Il est décédé récemment d’une hémorragie 

cérébrale. 

Le Tableau 8 en page 114 comporte les données biologiques des patients 1, 1’, 2, 3, 4 et 5  
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Patient 1 Patient 1’ Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Valeurs 
normales 

Splénectomie oui oui non  oui   non oui   

P50 mmHg 28,8 29,2  NF 28,6 24,4 31,2 24-28 

Carboxyhb % 3,1 3,8  NF 2 2,4 3,3 <1,5 

Ohyper 390 379 336 390 353 381  

Omin 137 118 116 116 108 62  

Eimax 0,534 0,524 0,356 0,546 0,617 0,523  

Aire 141,6 140,3 82,4 147,1 138,5 139,3  

Lorrca oui    oui    oui oui oui oui  

Na+ mM 142 141 140 139 139  136-145 

K+ mM 4 3,9 3,7 4,1 4,1  3,4-5 

Cl-  mM 104 102 107 103 103  98-107 

HCO3- mM 25,5 27,4 22,2 22,9 26,2  22-29 

Protéines g/L 74 75 78 80 66  64-83 

Urée mM 4,5 3,9 1,8 7,1 4,5 7 <8,3 

Créatinine µM 81 66 40 70 75 

71 
<80 (F) <106 
(H) 

DFG CKD epi 91 128 164 108 114 105  

DFG MDRD 85 128 136 106 103 102  

Ca2+ mM 2,39 2,35 2,64 2,42 2,32  2,15-2,55 

P mM 1,04 1,11 0,8 1,19 1,02  0,80-1,45 

Acide urique µM 464 316 441 510 266  140-340 

PAL U/l 66 107 106 96 68 48 35-105 

ALAT U/l 27 37 24 73 30 20 <35 

ASAT U/ 31 28 43 70 27 36 <35 

Bilirubine totale 
µM 

69 161 49,6 22,2 92 

76 

<21 

Bilirubine 
conjuguée µM 

11 18 12,3 8,3 8 

12 

<3,4 

GGT U/l 24 11 43 112 16 31 <40 

LDH U/l 278 203 567   150 449 <250 

Hb plasmatique 
mg/L 

88 84,5  NF 160 67 

90 

 

Orosomucoide g/L 0,6 0,5 1,3 1 0,4 0,7 0,5-1,2 

Haptoglobine g/L <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 0,7 <0,1 0,3-2,0 

CRP mg/L   
 

  2,7 0,3  <5 
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Fer sérique µM 27,3 43,6 24 49,1 36 

39,7 
5,8-34,5 (F) 
11,5-31 (H) 

Ferritine µg/l 273 1369 233 535 705 

254 
15-150 (F) 
30-400 (H) 

Transferrine g/L 2,2 1,9 2,1 1,8 1,8 

1,9 
2,0-3,6 (F) 
23,8 (H) 

Récepteur soluble 
transferrine mg/l 

13,7 9,7  NF 18,4 6,4 

11,6 

1,9-4,4 (F) 2,2-
5 (H) 

CTF µM 56 46 45 44 46 

48 
50-80 (F)  
50-110 (H) 

CS % 49 94 45 111 79 82 20-40 

Leucocytes G/l 14,9 23,3 13,2 16,3 7,68 10,1 4-10 

Hématies T/l 3,2 2,4 1,5 3,1 4,31 
2,4 

4,2-5,4 (F)  
4,6-6,2 (H) 

Hb g/dL plasma ictérique 9,6 nf 8,3 13,8 
8,6 

12-16 (F)  
13-17 (H) 

Hématocrite % 33 27 14 26 40 
25 

36-48 (F)  
39-51 (H) 

VGM fl 102 112 98 83 92,4 107 80-100 

TCMH pg plasma ictérique 40 nf 27 32,1 37 >27 

CCMH g/dl plasma ictérique 36 nf 32 34,7 34 32-36 

IDR 15 16 23 18 14,6 16 <15 

Plaquettes G/l 446 662 477 527 236 319 150-400 

VMP fl 8,4 8,5 8,6 10,4 9,4  7,5-11,2 

Réticulocytes G/L 736 353 212 122 417 391 20-120 

PNN G/L 6,3 7,5 7,5 9,3 NF 4,3 1,5-7 

PNE G/L 0,6 0,3 0,2 0,2 NF 0,6 0-0,8 

PNB G/L 0,3 0,2 0,1 0,2 NF 0,2 0-0,2 

Lymphocytes G/L 5,6 12,9 4,3 5,1 NF 3,9 1-4 

Monocytes G/L 2,2 4 1,1 1,6 NF 1,1 0,2-1 

Frottis anisopoikilocytose, 
macrocytose, cellules 
cibles, quelques corps 
de Jolly, acanthocytes, 
hématies ponctuées 

anisopoikilocytose, 
macrocytose, cellules 
cibles, quelques corps 
de Jolly, sphérocytes,  

anisopoikilocytose, 
polychromasie, corps 
de jolly, drépanocytes  

anisopoikilocytose, 
polychromasie, 
hématies cibles, corps 
de jolly, hématies 
ponctuées, plaquettes 
géantes, hématies 
vrillées 

Quelques cellules 
cibles et 
stomatocytes 

anisopoikilocytose, 
polychromasie, 
macrocytose, hématies 
cibles, corps de jolly 
rares, quelques 
acanthocytes, 
anomalies de 
répartition de l'Hb, 
rares 
micromégacaryocytes 

 

G6PD UI/ Hb 21,2 18,9 21 19,2 13,7 27,3 11-17 

PK U/g Hb 27,7 30,9 84,7 43,8 20,4 31 14-19 

GPI U/g Hb 41,2 44,3   63,2 48 51,4 33-54 
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TPI U/g Hb 1317 1534     
 

 1080-1600 

HK U/g Hb 2,2 2,4 4,5 3,7 1,8 3,2 0,74-1,14 

P5N U/g Hb 10,9 8,4   6,3 21,3 15,4 5,6-9 

HbA2 % 2 2,1 3,8 2,8 3,4 2,5 2,1-3,1 

HbF % 0,5 2,4 3,3 8,3 0,2 2 <1 

HbA % 89,7 86,4 0 70 89,9 87,2 90-100 

HbA1c % 4 3,9  NF NF NF   

HbS % absente  absente 87,9  absente absente   

D50 g/ml 1,1 1,095 1,098 1,093 1,098 1,095 <1,110 

% cellules denses 19 9 30 2 33 9 <2% 

EMA normal normal   NF normal NF <16% 

Tableau 8 : Résultats biologiques des patients 1, 1’, 2, 3 ,4 et 5 ; H = Hommes ; F = Femmes 
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4.5 Etude de la densité des GR en gradient de phtalates  
Les courbes représentent la proportion en pourcent d'érythrocytes dont la densité est supérieure 

à celle testée. Les tracés de courbes en vert représentent la répartition de densité des globules 

rouges de sujets sains. Le pourcentage de cellules denses correspond à l’ordonnée correspondant 

au point d’abscisses de densité = 1,110. Le pourcentage de cellules denses d’un sujet normal est 

nul (rendu <1%). En annexe 6 (Annexe 6 - Profils courbe de densité des GR selon les pathologies) 

se trouvent les profils de courbe de densité des GR selon les pathologies. Cette technique permet 

à la fois de déterminer le pourcentage de cellules denses érythrocytaires et aussi d’obtenir un 

profil de répartition de la densité des GR selon un gradient connu d’esters de phtalates. 

 Etude de stabilité 

Des études de stabilité de la mesure de la densité des GR en gradient de phtalates ont été 

effectuées à la fois selon la durée de stockage et la température de stockage. 

Nous notons un effet du stockage sur les résultats obtenus notamment pour les sphérocytoses 

héréditaires (Figure 43). Différentes conditions ont été testées : J0 = le jour du prélèvement sans 

stockage et étude réalisée dans les 2 heures suivant le prélèvement, J1+4°C = stockage 24h à +4°C, 

J2 +4°C = stockage 48h à +4°C, J1 TA = stockage 24h à température ambiante, J2 TA = stockage 

48h à température ambiante. L’ensemble de ces conditions n’a pas pu être réalisé pour tous les 

patients testés. 

Pour les patients SH avec des mutations ANK1 et SLC4A1 il y a un recalage vers la gauche (vers la 

répartition normale) de la courbe de densité avec le temps, probablement dû à la disparition des 

cellules « denses like » (sphérocytes probables) plus fragiles ou à une réhydratation des cellules 

anormales. Pour le seul patient avec une mutation SPTB testé il ne semble pas y avoir d’effet du 

stockage à +4°C pendant 24h sur le profil de la courbe de densité qui demeure anormal. 

 

Figure 43 : Profils de stabilité des courbes de densité des GR des patients avec SH 

BP, RL, CL et BH représentent les initiales des patients SH testés 
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Nous avons pu tester deux patients avec des dysérythropoïèses congénitales de type 1 et 2. Il n’y 

pas d’effet du stockage à +4°C pour le patient avec une CDA1 mais un effet important pour celui-

ci avec une CDA2 qui s’associe de manière connue à un défaut de la membrane (Figure 44). 

 

Figure 44 : Profils de stabilité des courbes de densité des GR de patients avec CDA = dysérythropoïèse congénitale 

Nous avons pu tester la stabilité en fonction des conditions de stockage de la courbe de densité 

des GR de deux patients avec un syndrome de GARDOS : Patients 1 et 1’ et d’un patient avec une 

stomatocytose héréditaire déshydratée mutée PIEZO1 : Patient 4. On observe un recalage vers la 

gauche (réhydratation ou disparition des cellules déshydratées) en fonction du temps beaucoup 

plus marqué à température ambiante (Figure 45). 

 

Figure 45 : Profils de stabilité des courbes de densité des GR dans le cas des stomatocytoses héréditaires déshydratées  

La stabilité a pu être évaluée en mesurant le taux de cellules denses ou denses-like en suivant ce 

taux comme marqueur de stabilité (Tableau 9 et Figure 46). 

 

 

 

 

 



117 
 

 
% Denses 

J0 

% Denses 
J1 +4°C 

% Denses 
J1 TA 

% Denses 
J2 +4°C 

% Denses 
J2 TA 

Patient 1_GARDOS+PIEZO1 21 
  

13  6  

Patient 1’_GARDOS 12 
  

10  6  

Patient 4_DHSt_PIEZO1 31 8 4  
  

CDA1 4 3 
   

CDA2 18 5 
   

BP_SLC4A1 39 12  13  19 5 

RL_ANK1 3 0  
   

CL_ANK1 29 16  
   

HB_SPTB 25 30 
   

 

Tableau 9 : Pourcentage de cellules denses à J0, J1+4°C, J1 TA, J2+4°C, J2 TA chez différents patients avec des pathologies de membrane du  GR 

et CDA (valeurs normales <1%) 

 

 

Figure 46 : Pourcentage de cellules denses en fonction du temps et de la température de stockage chez des patients avec pathologies de 

membrane du GR et CDA 

On observe une diminution du taux de cellules denses avec le temps, à J1 et ce même à +4°C dans 

la CDA2, chez le patient 4_DHSt_PIEZO1, la SH SLC4A1 (BP_SLC4A1), la SH ANK1 (RL et CL_ANK1). 

Concernant les patients avec syndrome de Gardos, on observe pour le patient 1 une diminution 

de 39% du taux de cellules denses à J2 +4°C par rapport à J0 alors que chez le patient 1’ 

uniquement muté KCNN4 on observe une diminution uniquement de 20% entre J0 et J2+4°C. 

Concernant le patient SH avec mutation SPTB (HB_SPTB) nous observons une légère 

augmentation des cellules denses après 24h à +4°C mais cette expérience n’a été réalisée qu’une 

fois. Pour le patient CDA1 le stockage 24h à +4°C ne semble pas avoir d’effet. 
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 Profils selon pathologies  

L’intérêt de la mesure des cellules denses et de la mesure de la densité de GR en gradient de 

phtalates a été démontré dans le suivi des patients avec des syndromes drépanocytaires majeurs. 

Il n’y a pas d’autres applications diagnostiques connues aujourd’hui. Les courbes de densité en 

gradient de phtalates de dix-huit patients avec une sphérocytose héréditaire (SH) confirmée par 

diagnostic génétique, d’un patient avec une CDA1, d’un avec une CDA2, d’un avec un SHUa, de 

quatre elliptocytoses, de cinq stomatocytoses héréditaires déshydratées ou associations PIEZO1, 

de trois GARDOS (Annexe 6 - Profils courbe de densité des GR selon les pathologies) ont été 

réalisées. 

Pour les cas de SH étudiés, on observe dans tous les cas un décalage vers la droite (globules rouges 

les plus denses = cellules « denses-like » déshydratées) des courbes des patients par rapport à 

une répartition normale. En effet il ne s’agit pas de cellules denses au sens initial du terme utilisé 

pour caractériser les cellules anormales des patients drépanocytaires mais de cellules dont la 

densité est modifiée du fait d’un défaut des protéines de membrane du GR ou de désordres 

hydroélectrolytiques. 

Pour les autres pathologies, nous disposons de peu de cas pour affirmer une tendance mais les 

stomatocytoses déshydratées mutées PIEZO1 montrent des profils décalés sur la droite. Les trois 

patients testés avec un syndrome de Gardos montrent un profil de courbe atypique qui semble 

assez spécifique mais nous disposons de trop peu de cas pour confirmer cette tendance. 

 

Figure 47 : Courbe de densité en gradient de phtalates du patient 4_DHSt_PIEZO1  

Le profil montre un décalage vers la droite et 33% de cellules denses 
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Figure 48 : Courbe de densité en gradient de phtalates du patient 5 avec un syndrome de Gardos  

On observe 9% de cellules denses 

4.5.2.1 Interprétation des courbes de densité du GR pour les cas des associations de variants 

4.5.2.1.1 Patient 1 
Le Patient 1 est porteur d’une mutation délétère connue du gène KCNN4 (p. R352H), (Rapetti-

Mauss et al., 2015) et d’un VSI du gène PIEZO1 à l’état hétérozygote. Son fils le patient 1’, est 

porteur uniquement de la mutation pathogène du gène KCNN4. 

Les courbes de densité en gradient de phtalates réalisées à J0 ont pu être réalisées chez le père 

et le fils sur 3 années différentes et montrent une différence significative du taux de cellules 

denses entre le père et le fils. Le taux de cellules denses correspond au point d’ordonnées en 

pourcent correspondant à la densité 1,110 en abscisses. Les cellules du père semblent donc plus 

déshydratées.  

 

Figure 49 : Courbes de densité à J0 pour le patient 1 et 1’ réalisées à trois temps différents 

On note une différence significative (t-Test) du taux moyen de cellules denses en % entre le père et le fils. 
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4.5.2.1.2 Patient 2 
Nous avons une courbe de densité des GR de 2018 avant transfusion pour cette patiente qui 

montre un taux de cellules denses très élevé : 30% dans un contexte hyperhémolytique (Figure 

50 et Figure 51). 

Sur 448 patients Bartolucci et collaborateurs en 2012 (Bartolucci et al., 2012b) ont montré que la 

moyenne de cellules denses chez des patients SS était de 13+/-7% avant hydroxyurée et 

transfusions. Cette patiente présente donc un taux de cellules denses atypique pour un sujet SS 

ayant poussé à réaliser une recherche de variants associés par SHD. 

 

 

Figure 50 : Courbes de densité des GR pour des patients SS avec taux de cellules denses standard 

 

 

Figure 51 : Courbe de densité des GR à distance d’une transfusion du Patient 2, patiente SS avec VSI PIEZO1 

La patiente 2 présente un taux très élevé de cellules denses possiblement en relation avec le VSI 

du gène PIEZO1 qu’elle porte à l’état hétérozygote en plus de sa drépanocytose. 



121 
 

4.5.2.1.3 Patient 3 
Le profil de densité des GR en gradient de phtalates réalisé pour le patient 3 avant transfusion 

mais à 4 semaines de la dernière transfusion montre un profil superposable à celui d’autres 

patients avec des syndromes beta thalassémiques majeurs en programme transfusionnel régulier 

(Figure 52). 

Il y a un très faible contingent de cellules « denses like » : 2% non vu chez les autres patients. Ces 

résultats sont tributaires de la distance par rapport aux transfusions qui peuvent fausser ces 

résultats. 

 

Figure 52 : Profils de patients avec beta thalassémies majeures/intermédiaires et le patient 3  

4.6 Résultats LORRCA osmoscan 
Les courbes d’osmoscan représentées dans cette partie représentent l’index d’élongation (EI en 

ordonnées) en fonction de l’osmolalité en mOsm/kg en abscisses. Les courbes en gris 

représentent les profils de 17 sujets sains réalisés en moins de 24h après le prélèvement avec ou 

sans stockage à +4°C quand réalisées dans les heures suivants le prélèvement. L’osmoscan permet 

d’étudier la déformablité des GR en fonction de la concentration osmotique. Il s’agit d’une étude 

des propriétés de la membrane. Les paramètres Omin, Ohyper, Aire sous la courbe et EImax 

permettent de définir l’état d’hydratation, la résistance osmotique et la capacité de déformabilité 

du GR. 

 Point d’intérêt majeur : importance du préanalytique 

4.6.1.1 Test de stabilité 

4.6.1.1.1 Patients GARDOS 
Avec le temps et selon le mode de conservation on observe une « réhydratation » des cellules 

avec un décalage vers la droite du profil initial avec une augmentation de l’aire sous la courbe et 

une augmentation de Ohyper dans toutes les conditions ( 

Tableau 10 et  
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Tableau 11).   

Pour les patients Gardos testés, les profils sont différents à J1 de ceux à J0 et ce quelle que soit la 

condition de conservation (Figure 53 et Figure 54). 

 

Figure 53 : Profils osmoscan en LORRCA du patient 1  

J0 en noir, J1 +4°C en jaune, J1 TA en rouge et J2 +4°C en bleu, TA = température ambiante. En gris les profils de témoins normaux. 

 

Paramètre osmoscan Patient 1 J0 J1+4°C J2+4°C J1 TA J2 TA 

Omin 142 141 138 159 NF 

Eimax 0,532 0,561 0,562 0,547 NF 

Ohyper 388 408 415 464 NF 

Aire 140,3 152,9 153,6 155,8 NF 
 

Tableau 10 : Paramètres osmoscan Patient 1 à J0, J1 +4°C, J2 +4°C et  J1 TA 

 

Figure 54 : Profils osmoscan en LORRCA du patient 1’ 
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 J0 en noir, J1 +4°C en jaune, J1 TA en rouge, J2 +4°C en bleu et J2 TA en vert, TA = température ambiante. En gris les profils de témoins normaux 

Paramètre osmocan Patient 1’ J0 J1 +4°C J2 +4°C J1 TA J2 TA 

Omin (127,5-151,5) 238 121 126 142 157 

Eimax (0,606-0,634) 0,507 0,533 0,538 0,54 0,542 

Ohyper (416,33-488,33) 379 405 413 473 508 

Aire (166,79-182,79) 133,9 149,3 152,9 163 156,8 
 

Tableau 11 : Paramètres osmoscan du patient 1’ à J0, J1 +4°C, J2 +4°C, J1 TA et J2 TA 

4.6.1.1.2 Patient 4 DHSt PIEZO1 
On note une augmentation de la valeur Omin avec le temps à +4°c et à TA signant une 

normalisation de la résistance osmotique, une augmentation du paramètre Ohyper signant une 

diminution de la CCMH et donc une réhydratation des cellules avec le temps, plus marquée à J2 

et à TA et une augmentation de l’aire sous la courbe avec le temps plus importante à TA. On ne 

note pas de modification du paramètre EImax, l’index de déformabilité reste inchangé (Figure 55 

et  

Tableau 12).  

Pour les DHSt PIEZO1 une conservation à +4°C est impérative et une réalisation en maximum 24h 

après le prélèvement semble possible sans altérer de manière significative les principaux 

paramètres de l’osmoscan. 

 

 

Figure 55 : Profils osmoscan en LORRCA du patient 4_DHSt_PIEZO1 

En noir à J0, en jaune à J1 +4°C, en bleu à J2 +4°C, en rouge à J1 TA et en vert à J2 TA. En gris les profils de témoins normaux 
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Patient 4_DHST_PIEZO1 J0 J1 +4°C J2 +4°C J1 TA J2 TA 

Omin (127,5-151,5) 108 113 121 108 128 

Eimax (0,606-0,634) 0,617 0,616 0,612 0,618 0,609 

Ohyper (416,33-488,33) 353 355 393 361 405 

Aire (166,79-182,79) 138,5 140,2 157,7 143,7 161,7 
 

Tableau 12 : Paramètres osmoscan pour le patient 4 à J0, J1 +4°C, J2 +4°C, J1 TA et J2 TA 

 Cas des pathologies simplex 

Les profils d’osmoscan sont bien différenciés par cette technique avec des profils type bien 

connus et déjà publiés pour les pathologies de membrane du globule rouge (Da Costa et al., 

2016b; Zaninoni et al., 2018b). 

Nous avons testé 38 patients en osmoscan : 11 SH typiques, 4 elliptocytoses héréditaires, 1 CDA2, 

1 CDA1, 2 DHSt PIEZO1, 3 GARDOS, 16 autres, (SHUa muté CFH, A/S symptomatiques, S/S 

gravissimes, beta thalassémie) (Annexe 7 - Profils LORRCA différents patients selon pathologie, et 

Figure 55 pour l’osmoscan du patient 4 et l’article 4 pour l’osmoscan du patient 5). 

4.6.2.1 Exemple de la mutation p.R352H de KCNN4 
La variation p.R352H du gène KCNN4 est une mutation délétère connue et décrite 

fonctionnellement qui est impliquée dans le syndrome de Gardos. Elle est décrite par plusieurs 

équipes (Andolfo et al., 2015; Fermo et al., 2017; Zaninoni et al., 2018b) comme générant des 

profils en ektacytométrie ou LORRCA superposables aux profils des témoins normaux. Cependant 

nous avons pu réaliser des profils en osmoscan de deux patients 1 et 1’ présentant un syndrome 

de Gardos dû à cette mutation connue du gène KCNN4 p.R352H. Les profils obtenus à deux temps 

différents à un an d’intervalle sont strictement identiques pour chaque patient et totalement 

pathologiques en comparaison à des témoins normaux. On observe une diminution de l’index de 

déformabilité maximum, une augmentation de la résistance osmotique avec diminution de Omin 

pour le patient 1’, une diminution de Ohyper marqueur de déshydratation chez le patient 1 et 1’. 

Il faut noter que le père porte en plus un VSI du gène PIEZO1. 

Ces profils en osmoscan ont été réalisés le jour du prélèvement (dans les 2h suivant le 

prélèvement) sans stockage. 

Les profils que nous avons obtenus pour nos patients sont donc clairement pathologiques 

contrairement à ceux publiés (Tableau 13, Figure 56 et Tableau 14). 
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Tableau 13 : Données de la littérature concernant les profils en ektacytométrie ou LORRCA en  osmoscan de patients avec la mutation p.R352H 

de KCNN4 

 

 

Figure 56 : Profils Osmoscan en LORRCA des patient 1 et patient 1’ en 2018 et 2020 

En vert clair : patient 1 J0 2018, vert foncé patient 1 J0 2020, jaune patient 1’ J0 2018, marron patient 1’ J0 2020, en rouge le patient 5 autre 

patient GARDOS avec une mutation différente p.A322V, en gris les profils de témoins normaux  

Il existe une contradiction entre les données publiées et nos données analytiques probablement 

liée aux conditions pré-analytiques des autres études réalisées. 
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 Cas des associations de variants : profils osmoscan 

4.6.3.1 Patient 1 et 1’ 
Les profils d’osmoscan des patients 1 et 1’ sont décrits en Figure 56. Les paramètres de l’osmoscan 

sont rapportés dans le Tableau 14. 

 

 

Tableau 14 : Paramètres osmoscan des patient 1 et patient 1’ réalisés en 2018 et 2020 et chez le patient 5  

Le patient 5 présente un syndrome de GARDOS avec une autre mutation réalisé en 2020. En vert les valeurs dans les normales, en bleu les 

valeurs diminuées par rapport à la normale 

On observe une diminution de la déformabilité maximale chez les patients GARDOS étudiés par 

rapport à un pool de témoins (EI max diminué), une diminution de Ohyper signant la 

déshydratation in vitro. Le paramètre Omin est un reflet de la résistance osmotique = osmolarité 

minimale supportée par les GR, ce paramètre est diminué chez le patient 1’ et le témoin positif 

patient 5. Chez le père, le patient 1 porteur de la mutation KCNN4 p.R352H et du VSI PIEZO1 on 

observe un paramètre Omin normal reflet d’une résistance osmotique normale. Les profils 

osmoscan des patients 1 et 1’ ont été réalisés à deux reprises deux années différentes et sont 

parfaitement superposables d’une année à l’autre. 

Cette différence observée sur le paramètre Omin est probablement due à la différence 

génotypique retrouvée en SHD entre le patient 1 et 1’.  

4.6.3.2 Patient 2 
L’EImax et l’aire sous la courbe du patient 2 sont diminués par rapport au pool de patients SS 

testé (Figure 57 et  

Tableau 15). 
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Figure 57 : Profils osmoscan en LORRCA du patient 2  

en bleu le patient 2, en rose interquartile minimum et maximum de 19 patients SS sans hydroxyurée, en gris profils de témoins normaux 

 

 Patient 2 Valeurs normales sur 19 SS avec des taux de cellules denses <20% 

Omin 116 68-119 (moyenne +/-2sd) 

EImax 0,356 0,4254-0,6715 

Ohyper 336 236-491 

Aire 82,4 96-185 
 

Tableau 15 : Paramètres osmoscan du patient 2 et valeurs normales des paramètres osmoscan obtenus chez 19 patients SS sans hydroxyurée 

4.6.3.3 Patient 3 
Ce profil est assez similaire à celui de patients avec des syndromes thalassémiques majeurs déjà 

publiés (Schrier et al., 1989) (Figure 58). 

Il n’y a pas de différence visible par rapport à d’autres patients avec des beta thalassémies 

majeures/intermédiaires publiés sur les paramètres mesurés : 

Omin = 116 ; Eimax = 0,546 ; Ohyper = 390 ; Aire = 147,1 
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Figure 58 : Profil osmoscan en LORRCA du patient 3 avant transfusion 

A- Profil du patient 3 en orange et en gris témoins normaux. B- Profil de patients beta thalassémique splénectomisés en trait plein noir et 

patients beta-thalassémiques non splénectomisés en pointillés noirs issu de (Schrier et al., 1989) 

 Résultats étude fonctionnelle d’électrophysiologie réalisée à Roscoff  
Les études électrophysiologiques réalisées à Roscoff permettent de mesurer directement sur les 

GR du patient le potentiel de la membrane par simplification de l’équation de Nernst et en 

présence du composé CCCP permettant d’extrapoler les variations du pH extracellulaire aux 

variations de potentiel de membrane. Pour les cas présentés les composés suivants ont été 

utilisés : 

- NS309 permet d’augmenter l’affinité du canal GARDOS au calcium, le canal pouvant alors 

s’activer aux concentrations intracellulaires normales de calcium 

- A23187 crée des pores à la membrane et permet l’entrée maximale de calcium, il permet 

d’activer le canal Gardos à son maximum. Cette expérience est réalisée sur un temps plus 

long car après l’hyperpolarisation, peut survenir une « repolarisation » induite par 

l’activation des canaux cationiques non sélectifs (dont PIEZO1). Ceux-ci sont généralement 

plus actifs dans les cas du vieillissement des cellules et souvent chez les patients avec 

DHSt.  

- YODA1 est un agoniste connu du canal PIEZO1 utilisé pour tester l’effet de mutations 

notamment simplex de PIEZO1. YODA1 augmente la probabilité d’ouverture de PIEZO1 

mais ralentit aussi sa période réfractaire d’inactivation. En cas de mutation gain de 

fonction de PIEZO1 l’utilisation de YODA1 chez un patient montre une hyperpolarisation 

plus importante de la membrane des GR et un retour à l’état basal beaucoup plus lent que 

chez un témoin normal 
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4.6.4.1 Cas dits simplex 

4.6.4.1.1 Patient 4 DHSt PIEZO1 
La mesure du contenu en eau réalisée pour le patient 4 en Figure 59 montre une déshydratation. 

 

Figure 59 : Contenu en eau mesuré pour le patient 4 

En condition A23187 pour le patient 4 on note une hyperpolarisation plus importante que celle 

du contrôle et une pente de repolarisation plus importante signe d’une suractivation des 

cationiques non sélectifs dont fait partie PIEZO1 chez le patient 4 par rapport au contrôle (Figure 

60). 

 

 

Figure 60 : Résultat d’étude électrophysiologique avec A23187 pour le patient 4 DHSt PIEZO1 

L’expérience menée en NS309 montre une activité Gardos similaire sur les deux échantillons 

testés (Figure 61). Un tel résultat indique que la concentration initiale de calcium dans les cellules 

est probablement identique entre les deux échantillons et en dessous du seuil d’activation du 

canal GARDOS. 
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Figure 61 : Résultat d’étude électrophysiologique avec NS309 pour le patient 4 DHST PIEZO1 

L’expérience réalisée en présence de YODA1 (Figure 62) permet de voir que la perméabilité 

calcique est plus importante chez le patient en comparaison du contrôle. En effet YODA1 est un 

activateur pharmacologique de Piezo1 qui mime l’effet mécanosensible. On voit clairement que 

l’hyperpolarisation qui suit l’ajout de YODA1 est bien plus prononcée montrant que plus de 

calcium est entré dans la cellule. Ceci implique une hyperpolarisation plus longue jusqu’à ce que 

la pompe PMCA ait rétabli les concentrations intracellulaires en calcium. 

 

Figure 62 : Résultat d’étude électrophysiologique avec YODA1 pour le patient 4 DHST PIEZO1 
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4.6.4.1.2 Patient 5 : Article 4  

4.6.4.1.2.1 Présentation 
Cette lettre à l’éditeur de l’American journal of Hematology présente les résultats d’une étude 

fonctionnelle réalisée chez un patient (patient 5 dans cette thèse) présentant une anémie 

hémolytique de type syndrome de Gardos identifiée par SHD avec la présence d’une variation de 

signification incertaine dans le gène KCNN4 p.Ala322Val à l’état hétérozygote (Mansour-Hendili 

et al., 2021). Il s’agit d’une variation non connue et non récurrente du syndrome de Gardos. Seules 

quelques familles atteintes de syndrome de Gardos sont décrites aujourd’hui (une vingtaine). Par 

ailleurs, ce patient a la particularité de souffrir de thromboses multiples depuis l’âge de 20 ans 

sans cause annexe identifiée. La prise d’anagrelide a permis la disparition des thromboses. Le 

profil en osmoscan des GR de ce patient montre une courbe anormale décalée sur la gauche avec 

une diminution des paramètres Omin, Ohyper et Eimax comme chez un autre patient Gardos avec 

la mutation connue pathogène p.R352H. L’effet de la mutation p.A322V du canal Gardos sur les 

flux d’électrolytes à travers la membrane du GR a pu être testée par l’équipe du Dr Egée au CNRS 

de Roscoff. Il utilise une technique basée sur l’utilisation d’un protonophore le CCCP qui crée des 

pores dans la membrane du GR permettant le passage des ions H+. En milieu non tamponné la 

mesure du pH extracellulaire est un reflet de la variation de potentiel de membrane du GR par 

simplification de l’équation de Nernst. Une comparaison à un témoin normal et à un autre patient 

Gardos muté p.R352H a permis de confirmer le caractère délétère de cette variation en montrant 

une hyperpolarisation de la membrane des GR du patient suite à l’addition de NS309 due à la 

suractivité du canal Gardos conduisant à une sortie massive de K+. 
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4.6.4.1.2.2 Résultats et discussion article 4 
Ce patient est porteur d'une nouvelle variation du gène KCNN4 (p.A322V) identifiée par SHD et 

classée comme pathogène grâce aux résultats des études fonctionnelles. À ce jour, seul un 

nombre limité de patients avec un syndrome de Gardos ont été rapportés et aucun événement 

thrombotique n'a encore été rapporté chez les patients splénectomisés. Ceci est assez surprenant 

car les mutations de KCNN4 entraînent une hémolyse intravasculaire qui n'est pas améliorée par 

la splénectomie. La persistance de niveaux élevés d'hémolyse après splénectomie est un facteur 

de risque connu d'événement thrombotique (Crary and Buchanan, 2009; Khan et al., 2009). A 

l’inverse, de nombreux patients avec DHSt mutés PIEZO1 ont développé une thrombose après 

splénectomie. Notre observation montre que la canalopathie de type Gardos peut aussi se 

compliquer d'épisodes de thrombose veineuse et artérielle. Le rôle exact de la thrombocytose 

dans la survenue d'une thrombose chez notre patient reste incertain. Cependant il faut noter que 

la numération plaquettaire a augmenté dès l’âge de 10 ans soit juste après la splénectomie alors 

que le premier événement thrombotique n’est survenu que 20 ans plus tard. Nous ne pouvons 

pas complètement exclure que le patient puisse avoir une thrombocytémie essentielle (TE) en 

plus de sa canalopathie de type Gardos (la biopsie de la moelle osseuse n'ayant pas été réalisée 

pour exclure définitivement la TE), mais cela semble hautement improbable. Tous les tests 

effectués à ce jour (myélogramme, résultats SHD myéloide) n'ont pas permis de poser un 

diagnostic SMD ou SMP associé. Le bilan de thrombophilie n'a trouvé aucune autre cause 

évidente de thrombose chez ce patient. L'implication du canal Gardos dans l'activation 

plaquettaire est étayée par des données expérimentales (Wolfs et al., 2006; Nj et al., 2016). Chez 

notre patient, l'effet bénéfique de l'anagrélide peut être expliqué par ses propriétés 

antiagrégantes intrinsèques et par la modulation des concentrations intracellulaires de calcium 

(Seiler et al., 1987), pouvant moduler l'activité du canal Gardos. Davantage d'observations sont 

nécessaires pour évaluer avec précision le risque d'événements thrombotiques dans les 

canalopathies de type Gardos. Cependant, des précautions (y compris un suivi attentif avec des 

tests plaquettaires et de coagulation approfondis) semblent déjà nécessaires en cas de 

splénectomie chez les patients Gardos. 

4.6.4.2 Cas des associations de variants 

4.6.4.2.1 Patients 1 et 1’ 
Des échantillons sanguins des patients 1 et 1’ ont été envoyés à Roscoff et étudiés. Une étude de 

la morphologie des globules rouges a été réalisée et les images traitées par ImageJ®. Le VGM du 

père était de 102 et celui du fils VGM de 112. La surface projetée des cellules a été définie et 

montre une surface projetée des GR du fils plus importante que celle du père (Figure 63). La 

surface projetée des cellules est plus importante chez les deux patients par rapport au témoin 

mais avec des cellules plus petites pour le père et un contenu en eau identique chez le père par 

rapport au témoin et à son fils (écarts types importants liés au faible volume) (Figure 64). 
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Figure 63 : Surface projetée des GR des patients 1 et 1’ 

Nombre de cellules en fonction de l’aire  

 

Figure 64 : Mesure du contenu en eau des GR du contrôle, des patients 1 et 1’ 

La circularité des cellules est très altérée chez les deux patients. Ce paramètre indique clairement 

que le nombre de cellules aux formes aberrantes est très important chez les deux patients (Figure 

65). 

 

area, µm² 
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Figure 65 : Circularité des GR du contrôle, du patient 1 et du patient 1’  

On note sur la mesure du potentiel de membrane en technique CCCP avec ajout de 10µM de 

A23187 (Figure 66) une hyperpolarisation moins importante chez le patient 1 que le patient 1’ 

Ceci pourrait être dû à une activité Gardos moins importante, ou à un moindre nombre de canaux 

Gardos disponible ou encore à moins de Calcium mobilisable dans la cellule ou moins de 

potassium dans les cellules du père. La pente de repolarisation (signe de l’activité des canaux 

cationiques non sélectifs dont fait partie PIEZO1) est moins importante chez le patient 1 que chez 

le patient 1’. La pente de repolarisation est similaire à celle du témoin (Figure 66). Chez les 

patients avec mutation activatrice de KCNN4 on observe communément dans cette manip 

(données non publiées de l’équipe du Dr Egée) une pente de repolarisation plus importante chez 

les patients Gardos signant une suractivation des canaux cationiques non sélectifs.  

 

Figure 66 : Mesure des variations du potentiel de membrane du GR par la technique du CCCP avec ajout de 10 µM de A23187 pour les patients 

1 et 1’ 
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Les expériences en NS309 (augmentant la sensibilité du Gardos au calcium) montrent clairement 

une hyperpolarisation plus importante chez les patients 1 et 1’ par rapport au témoin signe d’une 

sortie massive de K+ due à l’activation plus importante des canaux Gardos liée à la mutation 

p.R352H (Figure 67 et Figure 68) indiquant que cette mutation induit une hypersensibilité du 

canal au calcium. 

 

 

Figure 67 : Mesure des variations du potentiel de membrane du GR par la technique du CCCP avec ajout de NS309 à 3 concentrations différentes 

chez le patient 1 

 

 

Figure 68 : Mesure des variations du potentiel de membrane du GR par la technique du CCCP avec ajout de NS309 à 3 concentrations différentes 
chez le patient 1’  

Les différences constatées entre le patient 1 et le patient 1’ (tous les deux splénectomisés) sont 

probablement dues à l’association chez le patient 1 du variant PIEZO1. 
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4.6.4.2.2 Patient 2 
On observe une diminution du contenu en eau des globules rouges chez la patiente 2 SS + PIEZO1 

comparativement à un autre patient SS et un contrôle (Figure 69) signe d’une très forte 

déshydratation cellulaire. 

 

Figure 69 : Mesure du contenu en eau chez le patient 2 = SS + variant PIEZO1, chez un « contrôle » SS et chez un contrôle sain 

Il est à noter que lors de l’arrivée des prélèvements à Roscoff une hémolyse très importante a été 

relevée sur le prélèvement de la patiente 2 (Figure 70). 

 

Figure 70 : Aspect des plasmas à l’arrivée des tubes à Roscoff après centrifugation 
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L’expérience en A23187 qui active les canaux Gardos à leur maximum montre une 

hyperpolarisation moins importante chez la patiente par rapport à un témoin normal et un autre 

patient SS signant un contenu en potassium moins important (à mettre en regard de la très forte 

hémolyse observée chez cette patiente à l’arrivée des prélèvements à Roscoff), une activité 

Gardos plus faible ou moins de canaux Gardos. La pente de repolarisation est plus importante par 

rapport au témoin chez les deux patients SS probablement due à l’effet « P-sickle » (activation 

d’un cationique non sélectif non connu à ce jour chez les patients avec un syndrome 

drépanocytaire majeur de type S homozygote (Lew and Bookchin, 2005) (Figure 71). 

 

 

Figure 71 : Mesure des variations du potentiel de membrane du GR par la technique du CCCP après ajout de A23187 pour le patient 2 

 Contrôle en noir, Patient 2 en bleu, Contrôle SS en rouge 

L’expérience en NS309 montre une hyperpolarisation moins importante chez la patiente 2 SS + 

PIEZO1 due probablement à un contenu en K+ moins important par rapport au témoin et à l’autre 

patient SS. La repolarisation est plus rapide chez la patiente SS + PIEZO1 probablement à cause 

de la suractivation des canaux cationiques non sélectifs type PIEZO1 existant chez les patients 

avec SDM comme chez le SS contrôle mais amplifié possiblement par le VSI PIEZO1 associé (Figure 

72). 
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Figure 72 : Mesure des variations du potentiel de membrane du GR par la technique CCCP après ajout de NS309 à 50 µM 

Contrôle en noir, Patient 2 en bleu, Contrôle SS en rouge 

 

La très grande déshydratation des cellules érythrocytaires de la patiente 2 induit probablement 

un biais d’interprétation des techniques utilisées. Une mesure du contenu en K+ des GR de cette 

patiente est en cours. 

4.6.4.2.3 Patient 3 
Les analyses réalisées en conditions A23187 et NS309 sont non conclusives chez ce patient 3 du 

fait des transfusions itératives et du contrôle envoyé en parallèle. Les données se sont révélées 

ininterprétables du fait de la non cohérence du témoin envoyé. Comparativement à un patient 

muté simplex PIEZO1 (patient 4) pris comme contrôle positif, on voit chez ce patient : 

- En conditions A23187 une hyperpolarisation comparable à celle du témoin signe de la 

même quantité de Gardos mais une pente de repolarisation plus importante chez le 

patient par rapport au témoin signant une activité cationique non sélective plus 

importante chez le patient par rapport au témoin signe d’une suractivation PIEZO1. 

- En condition NS309 il y a un problème de reproductibilité du témoin rendant le test non 

interprétable 
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4.7 Tableau récapitulatif des résultats des associations 

Patient Cellules 
denses 

LORRCA CCCP et contenu en eau Mutation  

Patient 1 20% Omin normal 
Ohyper diminué = déshydratation 

Eimax diminué : déformabilité diminuée, 
surface/volume diminué 

Contenu en eau plus faible que patient 1’ 
NS309 : suractivation Gardos 
A23187 : pente repolarisation moindre que 
patient 1’ donc activité cationique non sélective 
moins suractivée 

KCNN4 c .1055G>A +/-  
 PIEZO1 c.3629C>T  +/- 

 

Patient 1’ 10% Omin diminué = augmentation résistance 
osmotique, Ohyper diminué = déshydratation, 
Eimax diminué 

Contenu en eau idem contrôle voire plus 
important 
NS309 : suractivation Gardos 
A23187 : pente de repolarisation plus 
importante que le témoin et que son patient 1 
suractivation cationique sélective plus 
importante comme chez patients mutés Gardos 

KCNN4 c .1055G>A +/-  
 

 

Patient 2 30% Eimax très faible % SS 

Aire très faible % SS 

Ohyper = 336 (bas = déshydratation) 

Hémolyse +++, cellules très déshydratées, 
Contenu en eau très faible 

A23187 : hyperpolarisation moins importante 
que l’autre SS testé = moins de Gardos ou moins 
de K+ dans les cellules 
Mais Pente de repolarisation plus importante en 
faveur suractivité cationique non sélective 

NS309 moindre hyperpolarisation : moins de 
Gardos ou moins de K+ ou incapacité à faire 
sortir du KCl car cellule trop déshydratée 

PIEZO1 c.5089C>T +/- 
PIEZO1 c.1031C>T +/- 
SPTA1 c.3064A>T +/- 
HBB c.20A>T +/+ 
 

 

Patient 3 2% Plus complexe car pas de bon contrôle Il n’y a pas de gain de fonction visible sur les 
manipulations effectuées. A pondérer par le fait 
que le patient est transfusé très fréquemment 
donc difficile d’interpréter les tests. 
Contrôle inadapté deux fois (même contrôle) 

PIEZO1 c.6056G>A +/- 
SPTB c.2759C>T +/- 
SPTA1 c.6531-12C>T +/- 
HBB c.92+6T>C +/- 
HBB c.315+1G>A +/- 

 

 

Tableau 16 : Tableau récapitulatif des résultats des explorations réalisées chez les patients avec des associations de variants  
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5 Conclusions 

5.1 SHD et AHC 
L’utilisation et la démocratisation du SHD dans la prise en charge diagnostique des pathologies 

du GR permettent d’aboutir à des diagnostics, de mettre en évidence des associations de 

variations d’intérêt mais accélèrent en parallèle l’émergence de variations de signification 

incertaine. L’analyse ne se faisant plus de manière séquentielle mais parallèle, l’association de 

variations dans des gènes différents est de plus en plus fréquente. Dans notre laboratoire nous 

rendons plusieurs variations d’intérêt dans 30% de nos comptes rendus positifs. Il s’agit la plupart 

du temps de VSI. Nous avons choisi de développer 3 cas d’intérêt d’associations de variations qui 

ont pu bénéficier d’études complémentaires. Le gène PIEZO1 ainsi que le gène SPTA1 sont les 

gènes les plus fréquemment mutés dans notre pratique comme l’indique également ce travail 

récent d’une équipe italienne (Andolfo et al., 2021). PIEZO1 et SPTA1 sont de grands gènes (51 

exons et 52 exons) très polymorphes. Dans les 3 cas d’intérêt décrits dans ce travail, les patients 

portent un VSI du gène PIEZO1 en plus de leur variant principal. Il est important de classer ces 

variants PIEZO1 car la présence d’un variant pathogène gain de fonction à l’état hétérozygote 

contre indique à priori une splénectomie. L’association de variations rend complexe l’étude 

fonctionnelle. 

Le SHD permet donc de mettre en évidence ces associations potentiellement génératrices de 

modification de prise en charge thérapeutique dont la présence est invisible sur les uniques tests 

phénotypiques. 

L’utilisation du STHD (type whole genome sequencing) ouvre également de nouvelles 

perspectives diagnostiques dans le monde des pathologies du GR. Nous avons pu grâce au 

génome résoudre un cas pédiatrique en errance diagnostique qui s’est révélé être une 

dysérythropoïèse congénitale syndromique due à une mutation de novo de VPS4A. 

5.2 Etudes ARN 
La mise en place d’étude ARN à partir d’ARN extrait de tubes Paxgene a permis de reclasser 11 

variations. 

Les difficultés rencontrées sont liées aux mises au point de l’étude de l’expression des gènes de 

référence qu’il faut réadapter au cas par cas selon le gène cible. Le gène SPTA1 est un gène 

complexe à quantifier car produit en quantité 7 fois plus importante que nécessaire. Une 

quantification via des sondes fluomarquées est en cours de mise en place au laboratoire. 

L’utilisation d’un agent intercalant de type SYBR green ne semble pas adapté. 

Les perspectives d’étude des ARN sont la mise en place de RNAseq par SHD aujourd’hui limité par 

les capacités bioinformatiques du site. 
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5.3 Etudes familiales 
Les études génétiques familiales sont cruciales et permettent quand elles sont suffisamment 

étendues et associées au phénotypage des individus d’aboutir à des re-classifications de VSI. La 

principale limitation des études familiales est liée à l’accessibilité des apparentés. La mise en 

place d’un système de coordination infirmière des soins a permis au sein de notre groupe 

hospitalier de reconvoquer certains patients et dans certains cas des apparentés. Ces études ont 

permis de mettre en évidence la ségrégation du variant avec la pathologie ou inversement 

d’exclure la causalité du variant dans une pathologie donnée comme dans le cas de la famille 

GATA1. Il s’agit d’un outil puissant mais souvent difficile à mettre en œuvre et qui nécessite des 

moyens humains et de la persévérance. 

5.4 Densité des GR 
Nous avons montré par ce travail l’intérêt de l’étude de la densité des GR en gradient de phtalates 

comme outil de screening des pathologies de membrane du GR pour les patients de notre hôpital 

ou des sites de proximité. Nous observons des profils de courbes de densité anormaux chez les 

patients atteints de SH ou de DHSt. Nous disposons pour le moment de trop peu de cas pour 

mettre en œuvre une modélisation mathématique standardisée des déviations des courbes 

observées selon la pathologie voire le gène muté. 

Cet outil s’avère efficace pour mettre en évidence un défaut de membrane du GR visible par un 

défaut d’hydratation des GR sur la courbe. Nous avons pu mettre en évidence l’intérêt de la 

mesure du taux de cellules denses dans l’étude post-génétique de certains patients présentant 

des associations de variations d’intérêt dans les gènes du GR. Des différences significatives du 

taux de cellules denses semblent corrélées à certaines différences génotypiques. Il s’agit donc 

d’un outil à la fois d’orientation diagnostique et de validation fonctionnelle de variants. 

Cependant et comme pour la plupart des techniques d’étude ex vivo ou in vitro utilisées, le 

prélèvement et le contenant conduisent à l’obtention de résultats n’étant qu’un reflet très partiel 

de la réalité physiologique. Les conditions préanalytiques sont cruciales et doivent être 

respectées pour une interprétation satisfaisante des résultats. L’étude doit être réalisée dans les 

heures suivant le prélèvement sans stockage. Les résultats de stabilité à J1 même après stockage 

à +4°C peuvent modifier drastiquement les profils dans certaines pathologies du GR comme nous 

l’avons montré. Les limites sont donc liées à la technique elle-même utilisant un ester de phtalates 

toxique, non automatisable et aux conditions préanalytiques qui dans cette indication hors 

drépanocytose doivent être respectées de manière optimale. 

5.5 LORRCA 
Nous avons obtenu des profils de courbe compatibles à ceux publiés dans le cadre des pathologies 

de membrane du GR dites classiques et « simplex ». Concernant les études d’associations de 

variants, des différences fines sur certains paramètres peuvent être observées à condition de 
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disposer de contrôles appropriés (contrôle « négatif » et contrôle « positif » avec anomalie 

simplex en cas d’associations de variations). Nous avons montré chez les patients 1 et 1’ qu’il 

existait une différence sur le paramètre Omin entre le père porteur d’une association de variants 

et le fils et pour le patient 2, SS avec variant PIEZO1 quand on compare à un groupe de témoins 

SS avec des taux de cellules denses « normaux » on observe des différences.  

Le conditions préanalytiques sont également importantes. En effet, les conditions de stockage 

peuvent modifier les profils initiaux observés à J0 tendant pour certaines pathologies vers une 

normalisation de certains profils avec le temps comme pour le syndrome de Gardos.  Cette 

normalisation pourrait correspondre à une disparition des cellules les plus anormales qui sont les 

plus fragiles ou à une captation d’eau des cellules déshydratées qui retrouvent un contenu en eau 

proche de la normale (réhydratation des cellules). Il faudrait dans l’idéal effectuer cette étude le 

jour du prélèvement, sans stockage, afin de préserver au maximum les propriétés des GR en 

conservant les GR les plus fragiles. L’utilisation concomitante d’un témoin normal prélevé le jour 

même et stocké dans les mêmes conditions ne permet pas de s’affranchir de ce problème. 

L’exemple de la mutation KCNN4 p.R352H publiée et republiée avec des profils d’osmoscan 

normaux en est l’illustration. Il est probable que ces tests n’ont pas été effectués le jour du 

prélèvement mais après un stockage et/ou un transport. Nous obtenons des profils en osmoscan 

profondément altérés et pathologiques à J0 chez des patients porteurs de cette mutation KCNN4 

p.R352H contrairement aux profils publiés. 

5.6 ROSCOFF 
Les études fonctionnelles réalisées en collaboration avec l’équipe du Dr Egée à Roscoff ont permis 

de mettre en évidence des profils interprétables et conclusifs pour des cas « simplex » de 

pathologie de membrane du GR comme celui publié dans l’AJH en 2021 concernant la mutation 

p.A322V de KCNN4 où un seul variant d’intérêt avait été identifié dans le gène KCNN4. 

Dans les cas d’associations de variants que nous avons détaillées, les résultats de ce travail,  

présentés par ordre croissant de complexité, rendent compte des limites de cette technique. Pour 

les patients 1 et 1’, une différence a pu être mise en évidence entre le père et le fils sur certains 

paramètres comme la pente de repolarisation dans le test avec le A23187 ou pour la patiente 2, 

SS avec PIEZO1 sur le contenu en eau des cellules. Pour le patient 3, la fréquence des transfusions 

et l’envoi d’un témoin inadéquat n’a pas permis de conclure. Ces tests peuvent permettre 

également avec un choix adéquat de contrôles (intra famililal pour la famille 1 et témoin SS avec 

taux de cellules denses normal pour la patiente 2) de mettre en évidence des différences fines en 

cas d’association de variants et sont très efficaces pour les mutations PIEZO1 et KCNN4 simplex.  
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6 Discussion générale et perspectives 

De nombreuses publications mettent en avant l’utilité du SHD dans la prise en charge des AHC, y 

compris les sphérocytoses héréditaires dont le diagnostic historique est basé sur les seuls tests 

phénotypiques (Bianchi et al., 2020; Russo et al., 2020; Steinberg-Shemer and Tamary, 2020). Le 

SHD permet d’aboutir à un diagnostic dans 65% des cas d’anémies hémolytiques tout venant 

(Mansour-Hendili et al., 2020). Les recommandations diagnostiques tardent à évoluer dans le 

sens d’une priorisation du SHD. En outre, le problème du diagnostic différentiel est très peu 

évoqué dans la publication princeps concernant les recommandations de prise en charge 

diagnostique des AHC (King et al., 2015). Il existe cependant de nombreux recoupements 

phénotypiques et les seuls tests phénotypiques ne permettent pas de distinguer certaines 

pathologies : exemple du déficit en pyruvate kinase et de la dysérythropoïèse congénitale (Russo 

et al., 2018), exemple de la sphérocytose héréditaire et de la CDA2 (Danise et al., 2001; Singleton 

et al., 2018). Par ailleurs les associations de variations ne peuvent pas être mises en évidence par 

les tests phénotypiques seuls en première intention. L’utilisation du SHD en parallèle des tests 

phénotypiques plutôt qu’en seconde intention permettrait de mettre en évidence à la fois des 

associations de pathologies et la présence de polymorphismes modulateurs (Russo et al., 2020). 

Comme d’autres équipes, nous proposons un reclassement de la génétique moléculaire par SHD 

dans la prise en charge des AHC en parallèle des tests phénotypiques, mettons en avant l’intérêt 

des exomes et du génome entier dans certains cas et présentons une démarche de validation 

fonctionnelle de VSI. 

Comme dans les autres pathologies mendeliennes le SHD met en évidence de nombreux variants 

de signification incertaine qui nécessitent la mise en place de stratégies de validation 

fonctionnelle pour les reclassifier. D’un point de vue purement génétique la reclassification des 

VSI représente aujourd’hui un challenge scientifique d’intérêt public comme l’énonçait Cutting 

déjà en 2014 (Cutting, 2014). 

Des plateformes de génomique fonctionnelle communes devraient voir le jour dans les 

prochaines années en France sous la pression notamment des résultats issus des premiers 

séquençages de génome entier dans le cadre du PFMG2025. Le plan national maladies rares 4 

s’oriente également dans ce sens. En attendant la mise en place et le déploiement de ces 

plateformes il est indispensable de réfléchir à la mise en place de stratégies pragmatiques, 

efficaces permettant d’aboutir pour certains patients à une réponse concernant les VSI. C’est le 

sens de ce travail et des efforts fournis par les différents intervenants.  

Le globule rouge, de par sa facilité d’accès, demeure un modèle relativement simple à étudier. 

Notre travail a démontré que les tests phénotypiques du GR utilisés comme outils diagnostiques 

ou de suivi comme le LORRCA ou la mesure de la densité des GR en gradient de phtalates peuvent 

être utilisés comme tests fonctionnels en aval de la génétique dans une stratégie de validation 
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fonctionnelle de variants de signification incertaine. Pour les cas dits « simplex » où une seule 

variation d’intérêt causale a été identifiée leur intérêt a été démontré et a fait l’objet d’une 

publication (Mansour-Hendili et al., 2021). Ces techniques utilisées dans notre travail : LORRCA, 

densité des GR en gradient de phtalates, mesure du potentiel par méthode CCCP ou Membrane 

Potential Estimation (Macey-Bennekou-Egée méthode), mesure du contenu en eau des GR… ont 

lieu in vitro où il y a forcément une « déformation » de la réalité physiologique due au 

prélèvement et au « choc » face au contenant. Une étude in vivo serait nécessaire bien que cela 

semble aujourd’hui irréaliste. Dès la ponction veineuse et le recueil du sang à travers une tubulure 

vers un tube, les globules rouges changent d’environnement et ne sont plus soumis aux mêmes 

contraintes. L’avenir de ces techniques réside sûrement dans le développement de nouvelles 

techniques d’études des flux membranaires ex vivo reproduisant des schémas veineux et basés 

sur la microfluidique (Faivre et al., 2020; Man et al., 2021; Piety et al., 2021; Xu et al., 2020), celles-

ci pourraient être plus proches de la réalité physiologique. Ces techniques ne sont pas utilisées 

en pratique courante aujourd’hui. L’interférence entre le contenant et le GR est probablement à 

l’origine de la façon d’appréhender et de décrire les formes pathologiques des GR qui servent de 

classification initiale à certaines pathologies de membrane du GR. En effet, une étude récente de 

2021 montre que l’étude en deux dimensions classique sur frottis sanguin de la morphologie des 

GR n’est probablement pas le reflet de la réalité physiologique (Simionato et al., 2021a). Cette 

équipe préconise un renommage des pathologies du GR basée non pas sur la morphologie des GR 

mais sur le défaut moléculaire causal. Cependant les techniques d’imagerie en deux dimensions 

sont en pleine évolution technologique et l’utilisation d’intelligence artificielle pourrait 

nettement améliorer les performances (Cheuque et al., 2022; Lee et al., 2021; Molina et al., 2021).  

Les résultats de notre travail comme d’autres (Kaestner and Bianchi, 2020) ont montré la 

nécessité de réaliser « extemporanément » ces techniques pour afin d’obtenir le résultat le plus 

proche possible de la réalité physiologique illustré notamment par la mutation KCNN4 p.R352H. 

Pour cantonner cette contrainte fonctionnelle plusieurs options sont possibles : utiliser des 

prélèvements témoins voyageant dans les mêmes conditions que celui du patient, déplacer le 

patient vers le site du laboratoire expert réalisant l’étude fonctionnelle ou au contraire faire en 

sorte que le laboratoire se déplace vers les patients. La première option est pour ainsi dire 

obligatoire, l’utilisation de témoins adéquats étant indispensable en biologie et notamment pour 

les techniques étudiant les flux ioniques et les contenus hydriques et ioniques, leur choix judicieux 

permet d’étudier les cas présentant des associations de VSI et ils demeurent vitaux pour les 

techniques imposant des délais vers des collaborateurs. Il faut réfléchir en amont au juste 

contrôle. Les témoins positifs/négatifs (par exemple des porteurs d’une seule des variations 

retrouvées dans une famille) dans les cas d’association que l’on peut trouver au sein d’une même 

famille sont indispensables pour certaines études. Ce point remet en perspective les difficultés 

potentielles liées aux reconvocations de patients et des apparentés. La présence et l’implication 

d’une infirmière de coordination a permis ce travail. Cette démarche est de longue haleine mais 
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est cruciale quand on parle d’étude génétique et de validation de VSI. En effet l’étude de la 

ségrégation familiale du variant corrélée au phénotype a montré dans notre travail (exemple de 

la mutation GATA1) sa puissance. C’est un outil abordable à ne pas négliger dans les études 

fonctionnelles. La seconde solution visant à faire se déplacer le patient vers le lieu de réalisation 

de la technique est envisageable mais n’est pas généralisable à tous les cas dépendant de l’état 

du patient, de sa disponibilité et de la localisation des différents experts. La dernière proposition 

énoncée dans l’article de Kaestner et Bianchi en 2020 (Kaestner and Bianchi, 2020) est celle d’un 

laboratoire mobile du GR comme il existe des laboratoires mobiles d’infectiologie (Weidmann et 

al., 2018) ou comme existent en médecine des projets mobiles comme l’avion Orbis en 

ophtalmologie (Orbis | Fighting Global Blindness | Orbis UK Homepage) défini comme un « flying 

eye hospital » combattant les causes curables de cécité partout dans le monde. Un tel projet 

serait réalisable pour un laboratoire du globule rouge avec les fonds adéquats. 

Il existe également des limites liées aux techniques per se. En effet dans le cas de la mesure de la 

densité des GR en gradient de phtalates, il s’agit d’une technique non automatisable, utilisant un 

produit toxique et ne donnant de résultats fiables que quand réalisée extemporanément ou au 

moins dans les heures suivants le prélèvement. Cette limitation avait été initialement relevée par 

Danon et Marikovsky en 1964 dans leur publication princeps. Il existe aujourd’hui des alternatives 

à cette technique avec des automates d’hématologie cellulaire permettant de rendre des taux de 

cellules denses. Ces techniques ne disposent pas aujourd’hui de la sensibilité et la spécificité de 

la méthode en phtalates. Des études de corrélation devraient être réalisées afin de valider ces 

techniques qui permettraient d’étendre l’utilisation de ce paramètre. Par ailleurs, le paramètre 

densité GR semble corrélé au degré de l’hémolyse intravasculaire et des marqueurs spécialisés 

de l’hémolyse comme l’hème libre pourraient remplacer dans quelques années ce paramètre si 

les études de corrélation confirment ce fait. 

Notre travail propose un modèle de solutions accessibles pour la validation fonctionnelle de VSI 

via notamment la mise en place de réseaux collaboratifs. En attendant l’essor des plateformes de 

génomique fonctionnelle, l’avenir à court et moyen terme de la validation des VSI devrait passer 

par la mise en place de réseaux collaboratifs étendus et diversifiés (Figure 73). La collaboration 

illustrée dans ce travail par celle mise en place avec l’équipe du CNRS de Roscoff pour les VSI 

PIEZO1 et KCNN4 est pleine d’avantages. Nous ne pouvons pas (et n’avons pas les moyens 

humains ni financiers) mettre en place et mettre au point l’ensemble des tests fonctionnels 

nécessaires à la validation des VSI retrouvés en SHD. Une solution pragmatique est la 

collaboration en sachant faire appel à des équipes expertes d’un domaine précis permet de 

gagner en productivité et en rapidité de réponse. Par ailleurs, cette approche enrichit tous les 

partenaires à la fois sur le plan scientifique et humain. 

https://gbr.orbis.org/en
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Figure 73 : « Workflow » de mise en place de collaboration 

Les principales limites de cette approche collaborative résident dans le suivi et la gestion des 

envois de prélèvements liés également à la reconvocation de patients. L’ensemble des données 

fonctionnelles générées par toutes ces études au niveau national et international devrait être 

partagé sur une base de données en ligne ouverte aux professionnels du domaine. Ce vaste 

projet, vital pour la poursuite de ces activités, nécessite une réflexion commune et un audit des 

solutions existantes afin de permettre un partage sécurisé et simple d’accès (à la fois pour la 

soumission et la consultation des données). Ce type de projet existe au niveau international avec 

la base de données Clinvar et son pendant clinique Clingen. Les analyses multiplex fonctionnelles 

appelées MAVE (détaillées dans l’introduction de ce travail) vont dans ce sens en proposant la 

mise en place d’Atlas de variations génomiques avec l’effet fonctionnel de chaque variation 

répertoriée dans ces atlas et accessible à la communauté scientifique.  
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7 ANNEXES 

7.1 Annexe 1 - Liste gènes panel membrane et CDA 
ANK1 

SPTB 

SPTA1 

SLC4A1 

EPB42 

EPB41 

PIEZO1 

KCNN4 

STOM 

RHAG 

RHCE 

ABCG5 

ABCG8 

LCAT 

XK 

ATP11C 

ABCB6 

HFE 

UGT1A1 

ALAS2 

GATA1 

HBB 

HBA1 

HBA2 

HBG1 

HBG2 

CDAN1 

CDIN1 

SEC23B 

KIF23 

KLF1 

SRY 

PARP4 

ALAS2 

GLRX5 

ABCB7 

VPS4A 

CAD 

PRDX2 

MVK 

COX4I2 

LPIN2 

G6PD 

PKLR 

7.2 Annexe 2- Liste gènes panel AHC v1 
HK1 

GPI 

PFKM 

ALDOA 

TPI1 

PGK1 

ENO1 
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PKLR 

PGAM1 

BPGM 

SLC2A1 

GALT 

G6PD 

PGD 

CYB5R3 

GSR 

GSS 

GPX1 

GCLC 

TXNRD1 

TXNRD2 

NT5C3A 

AK1 

ADA 

GATA1 

HBB 

HBA1 

HBA2 

HBG1 

HBG2 

CDAN1 

C15ORF41 

SEC23B 

CDAN3 

KLF1 

ANK1 

SPTB 

SPTA1 

SLC4A1 

EPB42 

EPB41 

PIEZO1 

KCNN4 

STOM 

RHAG 

RHCE 

SLC4A1 

ABCG5 

ABCG8 

LCAT 

XK 

ADAMTS13 

CFH 

CFHR3 

CFHR1 

CD46 

CFI 

CFB 

C3 

THBD 

DGKE 

CD59 

FOXP3 

ITK 

FAS 
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FASLG 

CASP10 

LRBA 

STIM1 

UROS 

CPOX 

HMOX1 

HFE 

UGT1A1 

PIGA 

PIGT 

ATP11C 

BMP6 

CP 

FTH1 

FTL 

HAMP 

HFE 

HJV 

SLC11A2 

SLC40A1 

TF 

TFR2 

TMPRSS6 

7.3 Annexe 3 - Matériel et méthodes Génome Seqoia 
STRATÉGIE D’INTERPRÉTATION : 

Le périmètre effectif de l’analyse peut être appelé à évoluer dans le temps pour un même examen. A titre indicatif : 

Palier 1 : Gènes connus pour être impliqués dans la pré-indication : régions codantes et introniques flanquantes des transcrits canoniques 

Palier 2 : Gènes connus pour être impliqués dans la pré-indication : régions introniques, 5’UTR, 3’UTR, régulatrices des transcrits canoniques, transcrits alternatifs  

Palier 3 : Gènes connus pour être impliqués en pathologie mendélienne et/ou gènes en lien avec les termes HPO 

Palier 4 : Gènes codant les protéines, non connus pour être impliqués en pathologie humaine 

Palier 5 : Tout autre sous-ensemble ou région génomique. 

POLITIQUE DE RESTITUTION DES RÉSULTATS : 

La classification des variations ponctuelles est basée sur les recommandations de l’ACMG (PMID : 25741868) et du réseau NGS-DIAG (19/12/2017). 

La classification des variations du nombre copie est basée sur les recommandations nationales du réseau AChro-Puce. 

Seuls les variants pathogènes (classe 5) et probablement pathogènes (classe 4) figurent dans le compte rendu d’examen.  

Les variants de signification incertaine (classe 3) ne sont rapportés qu’en cas d’intérêt identifié en concertation avec le prescripteur. 

Les autres variants de classe 3 sont disponibles sur demande du prescripteur. 

Les régions non couvertes au seuil technique de validation ne sont pas réanalysées par une méthode complémentaire.  

Les variants rapportés satisfont à des critères de qualité internes, mais ne sont confirmés ni par une méthode complémentaire, ni sur un second prélèvement. 

Les réanalyses peuvent être effectuée à l’initiative du laboratoire ou sur demande du prescripteur, sous réserve d’accord préalable du laboratoire. 

PERFORMANCES DE L’EXAMEN : SNV Indels ≤ 50pb CNV > 4kb Sensibilité analytique 99,5% 95% 57,7% 

Valeur prédictive positive analytique 

94,5% 

94,5% 

32,4% 

Source : EMQN DNA sequencing- NGS- vGermline 2019 

LIMITES DE L’EXAMEN : 

Sensibilité et VPP analytiques ne font l’objet que d’une estimation. 

Elles peuvent varier localement selon le contenu et la complexité des régions génomiques, ainsi que selon la quantité de donnée par échantillon. 

En date du présent compte-rendu, l’examen ne détecte pas : les expansions nucléotidiques anomalies de méthylation ou autre modification épigénétique, les disomies, 

les variations de l’ADN mitochondrial, ni les variations de structure (SV) comprises entre 50 pb et 2kb. 

La détection des variants à faible ratio allélique (VAF < 30%) ne peut être garantie.  

Les conclusions présentes peuvent être révisées en raison de l’évolution continue de la littérature, des bases de données.  

Un résultat négatif n’exclut pas la possibilité d’une maladie génétique. 

MÉTHODE ANALYTIQUE : 

Production des séquences : la quantification et la qualification des acides nucléiques sont respectivement obtenues sur Spark®, TECAN® et Fragment Analyzer®, 

Agilent®. Les fragments sont générés par sonication (LE220plus®, Covaris®). La sélection de taille, tout comme les étapes de purification subséquentes, sont réalisées 

sur billes magnétiques (Sera-Mag magnetic beads®, GE Healthcare®). La préparation de la librairie est effectuée sans amplification (NEBNext® Ultra II End repair/A-

tailing module & Ligation module, New England Biolabs®). La librairie est quantifiée par qPCR (NEBNext® Custom 2X Library Quant Kit Master Mix, New England Biolabs® 
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; QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR System®, Life Technologies®). Les librairies sont séquencées en ‘paired-end’ (2 fois 150 cycles) par technologie SBS (Flow Cell S4, 

NovaSeq 6000®, Illumina®). 

Analyse bioinformatique : 

Versions: pipeline_demux_version: pipeline_demux_SeqOIA_v.3.2.2 ; pipeline_trio_wgs v3.2.1; snakefile_analysis_3.2.1; pipeline_config, v.3.2.1; 

cluster_config,v.3.2.1). 

Méthodes : les fichiers de séquence (.BCL) sont démultiplexés (bcl2fastq®, v2.20.0.422, Illumina®). L’alignement des fichiers obtenus (.FASTQ) sur le génome de 

référence (GRCh38.92.fa (GRCh38, release-92, Jul 02 2018, ftp.ensembl.org) utilise une transformée de Burrows-Wheeler (BWA-MEM, 0.7.15). Le marquage des 

duplicats est effectué par Picard MarkDuplicates (2.8.1), la recalibration du score de qualité des bases par GATK4 (v4.1.6.0,  Broad Institute). L’appel des SNVs (SNPs et 

INDELs) est effectué par GATK4 (v4.1.7.0, Broad Institute) puis sont annotés au moyen de SNPeff (4.3t) et SnpSift (4.3t) ; les bases de données interrogées sont les 

suivantes : SNPEff (v4.3t), 1000Genomes (phase3, v2013-05-02), gnomAD (exomes, v2.1.1), gnomAD (genomes, v3), ClinVar (v20190722), COSMIC (coding, v89), 

COSMIC (non-coding, v89), dbscSNV (v1.1), dbSNP (v20180418), dbNSFP (v4.0), phastCons (v08-May-2015). L’appel des CNVs est effectué par CNVnator (v0.4.1, Mark 

B. Gerstein lab, Yale University) et l’annotation est effectuée par AnnotSV (v2.5.1) à partir des bases de données intégrées à cet utilitaire (v2.5). 

 

7.4 Annexe 4 - Conditions des réactions ARN 

 

tapestation 

SCREENTAPE ARN   5067-5576 

TAMPON D'ECHANTILLON SCREENTAPE ARN  
5067-5577 

LADDER SCREENTAPE ARN   5067-5578 

quantus QUANTIFLUOR RNA SYSTEM 1ML   E3310 

RT 
RNASE INHIBITOR 20 UNITS MUL 100 REACTIONS / 2000 UNITES N8080119 

HC CDNA REVERSE TRANSCRIPTION 200T  4368814 

PCR GOTAQ G2 HOT START 5 X 500U   M7406 

séquençage BIGDYE TERMINATOR V3.1 READY REACT 1000T 4337456 

purification BIGDYE XTERMINATOR PURIFICATION KIT 50ML 4376484 

QPCR IPOWER SYBR GREEN PCR MASTER MIX 5ML / 200 REACTIONS 4367659 

 

Fiche de suivi: Reverse Transcription
codification Kalilab : HM-G-GEN-DE-ANA-122-v01

ID opérateur

Validation Technique Le: Par:  

Commentaire 

Liste des échantillons : cf liste de travail RT

Calcul Volumes eau et ARN

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

CARN  (ng/µl) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

VARN  (µl) #DIV/0! #### #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!

Veau Rnase free  (µl) #DIV/0! ##### #DIV/0! ###### #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0! #DIV/0!

Quantité ARN (ng)

Vf inal  (µl)

Mix RT Date: Opérateur: dans la glace

garder les tubes vides et réactifs décongelés dans la glace

distribuer dans les tubes l'eau, le mix puis l'ARN

ne pas oublier le témoin négatif

lot kit RT: lot RNAsine:

exp: exp:

400

10

1 1

Eau Rnase free 3,2 3,2 25° 9min30

RT buffer 10X 2 2 37° 120min

RT Random Primers 10X 2 2 85° 5min

dNTP mix 0,8 0,8 4° ∞

Reverse Transcriptase 1 1

Rnase Inhibitor 1 1

Vf mix 10

les cDNA peuvent être conservés maximum 24h à 4°c au-delà ils sont stockés à -20°C

Dépôt sur gel T neg RT Date: Opérateur:

C
o

n
fo

rm
e 

N
o

n
 c

o
n

fo
rm

e

Numéro de manip:
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Fiche de suivi: RTPCR-Séquençage gène:
codification Kalilab : NM:

N° de manipulation ID opérateur

Validation Technique Le Par

Validation biologique Le Par

Commentaire 

Liste des échantillons : cf feuille de travail

PCR Date Th

primers utilisés:

taille 

attendue: pb

Go Taq 1 5

Tampon promega 4 20,0 95° 5min

Dntp à 2mM 2 10,0 95° 30 s

MgCl2 1,6 8,0 60° 30 s

primer 5' à 20pmol 0,2 1,0 72° 35 s Témoin Normal = 3
5

 c
y
c
le

s

primer 3' à 20pmol 0,2 1,0 72° 7 min

H2O 10,9 54,5 10° ∞

Go Taq 0,1 0,5

Vf mix 19

cDNA 1

Electrophorèse sur gel d'agarose 2% Date

5µl de PCR pour 2µl de solution de Bleu de Bromophénol

Purification PCR Date Th

5µL PCR + 2µL ExoSap 37°C 15min

80°C 15min

10°C ∞

Marquage Date Th

1 5 96°C 1min

Big Dye 0,5 2,5 96°C 10sec

Tampon V3 1,75 8,75 55°C 5sec

5'N13/3'N13 0,1 0,5 60°C 2min

H2O 7,15 35,75 10° ∞

2
5

c
y
c
le

s

Vf mix 9,5

PCR purifiée 0,5

Séquençage (Sanger 3130 XL) Date

o SeqStudio POP1 o Seq2 POP6 <580pb o Seq1 POP7 >580pb

Analyse logiciel Seqscape V3 o Chromas o Date

Projet Template: 

Validation Technique Date

C
o
n
fo

rm
e
 

N
o
n
 c

o
n
fo

rm
e

Contrôle de PCR Témoin Négatif sur gel o o

Séquençage Témoin Normal o o

QV > 30 (1 sens) ou >20 (2 sens) o
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7.5 Annexe 5 - Descriptif des réactifs techniques ROSCOFF 
Solutions normal Ringer:  

154 mM NaCl, 2 mM KCl. Calcium Ringer: 154 mM NaCl, 2 mM KCl, 1 mM 

CaCl2. Low Ionic Strength solution: 264 mM Sucrose, 2 mM KCl. 

Drugs 

CCCP (Sigma): (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone) 

A23187 (Sigma): (calcymicin; 5-(methylamino)-2-[[(2S,3R,5R,6S,8R,9R)-3,5,9-trimethyl-2-[(2S)-1-oxo-1-(1H-pyrrol-2-yl)propan-2-yl] -1,7-dioxaspiro[5.5]undecan-8-

yl]methyl]-1,3-benzoxazole-4-carboxylic acid) 

NS309 (Alomone): 6,7-Dichloro-1H-indole-2,3-dione 3-oxime 

Yoda1 (Tocris): 2-[5-[[(2,6-Dichlorophenyl)methyl]thio]-1,3,4-thiadiazol-2-yl]pyrazine 

DMSO concentrations did not exceed 0.3%, which is known not to cause any effect in fluxes nor membrane potentials  

Drugs 

A23187 (calcymicin; 5-(methylamino)-2-[[(2S,3R,5R,6S,8R,9R) -3,5,9-trimethyl-2-[(2S)-1 -oxo-1- 

(1H-pyrrol-2-yl)propan-2-yl] -1,7-dioxaspiro[5.5]undecan-8-yl]methyl] -1,3-benzoxazole-4- 

carboxylic acid);  

CCCP (carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone), DIDS (4,4’- 

Diisothiocyano-2,2’-stilbenedisulfonic acid) were purchased with Sigma-Aldrich (Saint Quentin 

Fallavier, France);  

NS309 (6,7-Dichloro-1H-indole-2,3- 

dione 3-oxime) were purchased with Tocris (France);  
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7.6 Annexe 6 - Profils courbe de densité des GR selon les pathologies 
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7.7 Annexe 7 - Profils LORRCA différents patients selon pathologie 
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